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1 Wprowadzenie

Kutikula (oskoérek) jest tkanka pochodzenia ektodermalnego tworzaca zewnetrzng
warstwe ciala wszystkich stawonogoéw (Arthropoda) niezaleznie od ich wieku
1 postembrionalnego stadium rozwojowego. W niektorych miejscach stanowi ona takze
zaczepienie dla migsni, tworzac jednoczesnie szkielet zewnegtrzny. Pod wzgledem
chemicznym wykazuje do$¢ ztozong budowe, zawiera lipidy, proteiny i chityne. Przy tym
jest nadzwyczaj trwata chemicznie, stanowigc plastyczng substancje. Twardos¢ oskorka jest
zwigzana ze stopniem jego wysycenia weglanem wapnia (np. skorupiaki) lub inkrustowania
biatkami (np. pajeczaki i owady). W toku ponad 400 letniej ewolucji kutikula wyksztatcita
wiele roznych wlasciwosci spetniajacych rozmaite funkcje stawonogdéw w zaleznosci od
srodowiska 1 trybu ich zycia (Gupta 2011). Struktura kutikuli owadéw jest podobna do
wspoiczesnych kompozytéw polimerowych wzmacnianych widknami szklanymi czy
weglowymi. Przy zblizonej u roéznych gatunkéw gestoéci oskorka rownej okoto 1.2 kg/dm?
cechuje sie on bardzo szerokim zakresem zmiennos$ci (ponad 8 rzgdow wielko$ci) modutu
sztywnosci (Vincent 1 Wegst 2004). Tak szeroki zakres nie jest spotykany w innych
strukturach pochodzenia naturalnego, a wsrdéd materialow wytworzonych przez cztowieka
jest niezmiernie rzadki. Wynika to, zar6wno z modyfikacji poziomu usieciowienia bialek
strukturalnych 1 stopnia ich sklerotyzacji, jak réwniez ze zmiany liczby i orientacji
przestrzennej witokien chitynowych wplecionych w matryce biatkowa. Poznanie
1 zrozumienie budowy oraz wilasciwosci fizyczno-chemicznych kutikuli umozliwitoby
odtworzenie jej struktury 1 pozwoliloby na skonstruowanie nowych generacji
biomimetycznych materiatow. Nie do przecenienia jest takze inny czynnik modyfikujacy
wiasciwosci kutikuli, a mianowicie zawarto$¢ wody w tej tkance. Twardo$¢ i sztywno$¢
kutikuli owadow jest silnie skorelowana z poziomem jej uwodnienia (Klocke i Schmitz
2011), co umozliwito, nie tylko owadom, wyksztalcenie szeregu strategii ochronnych przed
wysuszeniem ich ciata (Ahearn 1970; Dirks & Taylor 2012; Le Lagadec i in. 1998).

Szczegblnym rodzajem kutikuli sg pokrywy (elytrae) chrzaszczy - pierwsza para
przeksztalconych skrzydet. Cho¢ nie biorg one udziatu w lataniu, to pomagaja utrzymac
réwnowage podczas lotu. Glownie jednak stuzg do ochrony drugiej pary bloniastych
skrzydetl (jesli sa obecne) oraz ciata (Srodtutowie i zatulowie oraz odwtok) od strony
grzbietowej. Pokrywy  szczegdlnie zabezpieczaja chrzaszcze przed urazami
mechanicznymi, promieniowaniem stonecznym i utratag wody. W zaleznosci od srodowiska
1 trybu zycia danego gatunku lub grupy gatunkéw sg one réznie wyksztalcone. Pomimo

indywidualnych cech adaptacyjnych, pokrywy wszystkich Coleoptera laczy podobna



budowa chemiczna (m.in. wtdkna chitynowe, kolagen i amylaza) oraz lekko$¢ potaczona
z niezwykla sztywnoscig (Guo i in. 2012).

Dotychczasowe badania pokryw chrzaszczy skupiaja si¢ glownie na poznaniu
morfologii ich powierzchni (Holloway 1997; Zhixian i in. 2010), mechanizmu ich taczenia
(Fedorenko 2009) oraz wtasciwos$ci mechanicznych (Yu 1 in. 2013; Zhixian i in. 2010),
jednak - wedle wiedzy autorki - do tej pory nie zastosowano technik Magnetycznego
Rezonansu Jadrowego (MRJ) do obserwacji wlasciwosci wody zwigzanej do tego typu
tkanki.

W pracy przedstawiono wyniki badan pokryw trzech gatunkéw chrzaszezy: Liparus
glabrirostris, Donus comatus (rodzina ryjkowcowate, Curculionidae) i Tenebrio molitor
(rodzina czarnuchowate, Tenebrionidae) z zastosowaniem mikroskopii skaningowej i
technik MRJ. Zanalizowano procesy sorpcji wody z fazy gazowej oraz zmiany jej dynamiki
wskutek zmiany temperatury i poziomu uwodnienia.

Rozdziat drugi i trzeci dotyczy przedmiotu badan - pokryw chrzaszczy. Najpierw
opisano ich zréznicowanie oraz najwazniejsze funkcje w obrgbie rzedu Coleoptera.
Nastepnie omowiono sklad chemiczny i budowe, ze szczegdlnym wyszczegdlnieniem
struktury krystalicznej chityny.

W rozdziale czwartym przedstawiono wiasciwos$ci fizykochemiczne wody wazne
dla procesu sorpcji, ktoére zostaly zaobserwowane podczas badan. Opisano pig¢ modeli
sorpcji wody na powierzchni, uwzgledniajac rozne postulowane efekty powierzchniowe.

Rozdziat pigty omawia teori¢ zjawiska MRJ, podano wybrane procesy magnetycznej
relaksacji jadrowe;.

W rozdziale széstym opisano szczegdtowo materialy i metody: preparatyke
materiatu, opis pomiaréw mikroskopii elektronowej 1 grawimetrii oraz uzyta aparature
1 zastosowane sekwencje MRJ.

Rozdziat si6dmy zawiera wyniki. W podrozdziale 7.1 przedstawiono mikrogramy
pokryw wraz z opisem zaobserwowanych mikroobiektéw, w podrozdziale 7.2
zanalizowano zmierzong izoterm¢ sorpcyjng dla pokryw. Nastepne pig¢ podrozdziatow
poswigcone jest roznym aspektom rezultatow eksperymentow MRJ: analizie ksztattu
widma, wielkosci sygnatu pochodzacego od réznych frakcji uktadu, czasom relaksacji oraz
zjawiskom transferu magnetyzacji.

W rozdziale 6smym przedstawiono dyskusje uzyskanych wynikow, w ostatnim

rozdziale podsumowano zwig¢zle rezultaty przeprowadzonych badan.



2 Kutikula chrzaszczy

Oskorek, nazywany takze kutikulg lub kutykula, po tacinie cuticula, jest wytworem
nabtonka (naskorka), czyli tkanki okrywajacej, ktora rozwija si¢ z ektodermy (zewnetrzny
listek zarodkowy, tkanka embrionalna). Kutikula zawiera wydzieliny naskorka w postaci
r6znych zwigzkéw chemicznych, gtéwnie chityny oraz rozmaitych biatek. Okrywa ona
cialo wielu zwierzat bezkregowych, zwlaszcza stawonogi, np. skorupiaki, owady, wije
1 pajeczaki, wysciela takze u nich przedni 1 koncowy odcinek uktadu pokarmowego. Ze
wzgledu na to, ze przyczepiaja si¢ do niej miesnie, kutikula jest rowniez nazywana
szkieletem zewne¢trznym (Razowski 1987). U niektorych stawonogow oskorek jest
znacznie pogrubiony i czasem nieslusznie okreslany ,,chitynowym pancerzem”. Podczas
wzrostu osobnika zewnetrzna warstwa kutikuli jest co jaki$ czas odrzucana i tworzy si¢
nowa, wigksza, a zjawisko to okreslane jest linieniem (Tower 1906). U wigkszosci owaddéw
oskorek jest bardzo zrdéznicowany, zarowno pod wzgledem struktury, jak tez proporcji
sktadnikow chemicznych i1 tworzy efektywng bariere przed ewaporacja wody z organizmu
(Wigglesworth 1945). Dzigki takiej budowie i mozliwosciom wykazuje on niezwykle
wlasciwosci 1 spetnia rozmaite funkcje w zalezno$ci od srodowiska zycia gatunku. Kutikula
moze tez ulega¢ ré6znym modyfikacjom chemicznym i strukturalnym w zaleznosci od czgsci

ciata danego organizmu 1 petnionej funkcji.

2.1 Kutikula - sklad chemiczny i struktura

Kutikula jest tworem epidermy, mozna wydzieli¢ w niej dwie gldowne warstwy,
a mianowicie zawierajacg chityne prokutikulg (obszar wewnetrzny o grubosci do 200 um
dzielacy sie na oskdrek wewnetrzny i zewnetrzny, czyli endokutikule i egzokutikule) oraz
powierzchniowg epikutikulg - bezchitynowa warstwe o grubosci 1-4 pm (Chapman 1998;
Grabda 1985).

2.1.1 Chityna

Chityna jest jednym z najwazniejszych biopolimerow wystepujacych w przyrodzie.
Pod wzgledem chemicznym nalezy do wielocukréw (polisacharydow). Stanowi znaczng

cz¢s$¢ ciata bezkregowcoOw (u owadow obejmuje 20—50% suchej masy kutikuli), grzybow
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inizszych roslin. Po celulozie jest najczesciej] wystepujacym biopolimerem (Rinaudo
2006). Te dwa wielocukry sa zreszta do siebie podobne, z tg tylko réznica, ze grupy
hydroksylowe przytaczone do drugiego atomu wegla sa w chitynie zastgpione grupg
aminoacetylowg. U owadoéw funkcjonuje jako materiat tworzacy rusztowanie
podtrzymujace kutikul¢ naskoérka oraz tchawki, jak tez polprzepuszczalng membrang
wyscielajaca nabtonek jelita (Merzendorfer & Zimoch 2003)f. Chityna u owadow
wystepuje w prokutikuli, obejmujac 60% masy oskorka wilasciwego (endokutikula 1
mezokutikula) oraz 22% oskorka pigmentowego (egzokutikuli). Natomiast w epikutikuli,

jak juz weze$niej wspomniano, zupetnie brak chityny.

OH COCH; _ OH COCH; _

g/ . g/ o
sl 0 ] T o) .
- HO 0] - HO N O
N A N /
1—0—y4 0 1—0—y4 0
_NH ~NH

COCH;4 OH COCH; OH

Rysunek 1 Wzor strukturalny chityny

Chityna, opisana wzorem sumarycznym (CsH130s5N)y, jest (1,4-f -)-2-acetyloamino-
2-dezoksy-D-glukopiranoza, jest zbudowana z tancuchow reszt N-
acetyloglukozaminowych, ktore taczac si¢ ze soba wigzaniami wodorowymi tworza
mikrowlokna o $rednicy 2.5—3 nm wbudowane w biatkowg matryce. Mikrowidkna te
wykazujg si¢ strukturg krystaliczng wynikajaca z wigzan wodorowych miedzy grupami
karbonylowymi i grupami hydroksylowymi wyst¢pujacymi przy weglu C-6 oraz grupami
wodorotlenowymi przy weglu C-3 i tlenem z pierscienia piranozowego (Petrov 1 in. 2013).

Chityna, tak jak i celuloza, wykazuje polimorfizm. W przyblizeniu liniowe tancuchy
chityny skrecaja sie wzdluz osi polimeru; pelny skret wystepuje co 10.1-10.5 A
(Tharanathan 1 Kittur 2003). Jednostki glikozydowe sg chiralne, wiec o kazdym tancuchu
polimeru mozna powiedzie¢, ze jest prawo- lub lewoskretny. Wykazano istnienie trzech

form krystalicznych chityny:

1. a-chityna to najpowszechniejsza forma wystepujgca w przyrodzie. Sgsiadujace
fancuchy sa wzgledem siebie antyréwnolegle, tworza plaszczyzny stabilizowane
wigzaniami wodorowymi, gléwnie silnymi wigzaniami C—O..NH. Lancuchy
chitynowe sg od siebie odlegte o ok. 0.47 nm. Wystepuja tez wigzania wodorowe

miedzy kolejnymi ptaszczyznami (wzdtuz kierunku b — patrz Rys. 2), zwlaszcza



mie¢dzy grupami hydroksymetylowymi. Komoérka elementarna sieci a-chityny jest

ortorombiczna.

2. p-chityna, rzadziej spotykana, wystgpuje m.in. w szkielecie katamarnic. Lancuchy
chitynowe sg utozone roéwnolegle, komorka elementarna jest jednoskos$na. Struktura
p-chityny jest pozbawiona wigzan wodorowych w kierunku osi b (patrz Rys. 2),
przez co jest podatna na pgcznienie oraz hydroliz¢ pod wptywem nisko st¢zonych

kwasoéw w znacznie wigkszym stopniu niz a-chityna.

3. y-chityna - najrzadsza forma, zaobserwowana jedynie w nabtonku zotadkow
glowonogow. Stanowi ona swego rodzaju potaczenie form a i1 f. Kolejne jej
tancuchy sa ulozone wzgledem siebie nastepujaco: antyrownolegle, antyrownolegle
i rownolegle (co schematycznie mozna przedstawic¢ jako uktad 1]]). Jej struktura,

podobnie jak w przypadku chityny typu f, moze by¢ tatwo penetrowana przez

czasteczki wody.

i
=

Rysunek 2 Porownanie struktury a-chityny (po lewej) i B-chityny (po prawej): (a) projekcja ac; (b)
projekcja be; (c) projekcja ab. Struktura zawiera dwie konformacje grup —CH,OH (Rinaudo 2006)

Analiza wtasciwosci elastycznych tych trzech form krystalicznych chityny wykazata, ze
roznig si¢ one miedzy sobg sztywnos$cig, twardoscig i rozciggliwoscig o kilka rzedow
wielko$ci oraz ze parametry mechaniczne chityny zaleza od poziomu uwodnienia: a-chityna

jest wérod nich najsztywniejsza (Jollés 1 Muzzarelli 1999). Chityna nie jest rozpuszczalna



w wigkszo$ci substancji, rozpuszczaja ja dopiero silne kwasy i zasady w temperaturze

przekraczajacej 150°C.

2.1.2 Bialka kutikularne

Biatka stanowia czasem ponad potowe suchej masy kutikuli owadow i znajduja si¢
gtownie w prokutikuli (Klowden 2013). Metoda rentgenografii wykazano, ze oskorki
skorupiakéw 1 owadow sg zbudowane przemiennie z tancuchow chitynowych i1 biatkowych.
W takim kompleksie na trzy tancuchy chityny przypada jeden tancuch biatka z regularnymi
odstgpami mi¢dzy tancuchami biatka, a nieregularnymi mig¢dzy tancuchami chitynowymi.
Wielko$¢ odstepow jest zalezna od poziomu uwodnienia chityny, a takze od jej pgcznienia
(Witas 1995). Czes¢ bialek jest zwigzana bezposrednio z tancuchami chityny, reszta za$
gromadzi si¢ miedzy ptaszczyznami chityny tworzac zwartg sie¢. Potaczenia chityny
z biatkami maja najprawdopodobniej charakter kowalencyjny. Proteom kutikuli danego
gatunku moze zawiera¢ ponad 100 biatek, a ich rodzaj zalezy tez od czgsci kutikuli, jaka
tworzg. Zwykle bialka migkkich fragmentdw oskoérka zawieraja wigcej kwasu
asparaginowego, kwasu glutaminowego, histydyny, lizyny i tyrozyny niz te biatka, ktore
tworza jego sztywniejsze fragmenty .

Prokutikula jest zbudowana gtéwnie ze sklerotyny - nadaje sztywno$¢ kutikuli,
artropodyny - ztozonej glownie z glikoprotein i rozpuszczalnej w wodzie oraz rezyliny -
biatka zapewniajacego sprezystos¢ 1 wiasciwosci elastyczne. Sucha rezylina jest twarda
1 sztywna, po uwodnieniu staje si¢ elastyczna i wszystkie jej odksztalcenia stajg si¢
odwracalne. Rezylina magazynuje energi¢ sprezystosci w stawach odndzy, $cianach tutowia
oraz przyczepach skrzydel owadéw (Chapman 1998).

Przeprowadzone na maczniku mtynarku (7Tenebrio molitor L.) badania wykazaty

brak roznic w sktadzie biatek kutikuli larwy 1 poczwarki, natomiast takie rdznice
zaobserwowano pomigdzy biatkami kutikuli poczwarki i postaci doskonatej. Ponadto,
u osobnikow dojrzatych sktad biatkowy kutikuli cze$ci brzusznej odwtoka rozni si¢ od
biatek kutikuli jego czeSci grzbietowej. Warto tez podkresli¢, ze biatka kutikularne
dorostego owada zawierajg dwa razy wigcej glicyny niz alaniny, za$ u larw i1 poczwarek -

dwa razy mniej (Andersen i in. 1995).

Bialka w kutikuli maja charakter hydrofobowy i przed linieniem agreguja

oraz wypychaja wode z obszaréw migdzybiatkowych w kierunku hydrofilowych



fragmentow sieci. Powstaja wtedy mate obszary z woda putapkowang w obrebie zasadniczo
hydrofobowej struktury. Natomiast twardnienie (sklerotyzacja) kutikuli polega gtéwnie na
tworzeniu mostkow (poprzez reszty fenolowe, chinony) pomiedzy biatkami, dzigki czemu
powstaje sztywna matryca (Mun 1 in. 2015). Podczas sklerotyzacji cz¢$¢ wody kutikularne;j
jest usuwana i zastgpowana m.in. zwigzkami aromatycznymi, ktére dodatkowo sieciuja
strukture. Przeprowadzone na szaranczy wedrownej (Locusta migratoria L.) badania
wykazaty, ze przez pierwsze sze$S¢ godzin procesu sklerotyzacji zawarto§¢ wody

kutikularnej maleje z 43 do 32% suchej masy kutikuli (Andersen i in. 1995).

2.1.3 Pozostale skladniki kutikuli

Powierzchni¢ epikutikuli oskdérka pokrywaja woski bedace mieszaning
weglowodorow o 25-31 atomach wegla, alkoholi o 24-34 atomach wegla, oraz steroli
1 estrow kwasow thuszczowych (Lapointe i in. 2004; Klowden 2013). Epikutikula decyduje
o nieprzepuszczalnosci pokrywy dla wody. Jesli owad jest narazony na temperatury
przekraczajace temperature topnienia woskow kutikularnych, nastepuje gwattowny wzrost
utraty wody przez kutikule. Temperatura topnienia zalezy od sktadu woskow 1 jest r6zna
dla r6znych gatunkéw.

Chityna cechuje si¢ takze duza zdolnoscig do wigzania metali wylapywanych ze
srodowiska, co znalazlo zastosowanie w procesie uzdatniania wody (Pinto i in. 2011;
Franzle 2015). Zaobserwowano tez wptyw substancji nieorganicznych na wlasciwosci
kutikuli, np. obecno$¢ cynku, manganu i zelaza zwigksza twardo$¢ oraz wzmacnia
odporno$¢ na $cieranie si¢ kutikuli, np. tworzacej zuwaczki u przedstawicieli wielu ro6znych
rzedow owadow, jak: chrzaszcze, prostoskrzydte, straszyki, motyle, btonkowki i inne
(Andersen1in. 1995; Chapman 1998). Metale te moga osiggac az 16% suchej masy brzegow
tngcych zuwaczek (Schofield 1 in. 2002)..

Epikutikula zawiera takze barwniki, np. keratyn¢ i melaning, ktore obok swoistej

struktury oskorka, nadajg ciatu owada konkretne ubarwienie.

2.1.4 Struktura prokutikuli

Chityna w prokutikuli potagczona jest w nanowtdkna o $rednicy ok. 3 nm 1 dlugosci
300 nm, z ktérych kazde zawiera 18-25 tancuchow (Atkins 1985; Klowden 2013). Szacuje

sie, ze wartos¢ modutlu Younga pojedynczego nanowtdkna wynosi ok. 150 GPa, jest wigc
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nieznacznie wigksza niz w przypadku celulozy i okolo 10 razy mniejsza niz dla
najsztywniejszych syntetycznych nanorurek (Vincent i Wegst 2004). Te nanowldkna
chityny sg stabilizowane przez wigzania wodorowe pomiedzy grupami aminowymi
1 karbonylowymi. Pg¢ki nanowldkien wraz z otaczajacymi biatkami tworza warstwy,
w obrebie ktorych sa one ulozone rownolegle wzgledem siebie. Kierunek wyznaczony
przez nanowtokna skreca z kazda warstwa, przez co makroskopowo prokutikula ma forme

okreslang jako helikalnie skrecona ,,sklejka”.

Za sztywnos$¢ struktury prokutikuli odpowiada gltéwnie egzokutikula, ktora

w najwiekszym stopniu ulega sklerotyzacji (Kamp i Greven 2010).

F Epicuticle
d _+ Exocuticle Endocuticle

Ly
g

Procuticle

Rysunek 3 Schematyczna budowa prokutikuli A — antyréwnolegle utozone tancuchy chitynowe. B
- nanowlokna utworzone z peczkdéw 18-25 tancuchdéw ustabilizowanych biatkami. C - zgrupowane
nanowtokna tworzace chitynowo-biatkowe wtokna o dtugosci 50-300 nm. D - chitynowo-biatkowe
sieci widkien. E - struktura ,,skreconej sklejki” utworzona przez helikalnie ulozone warstwy
chitynowo-biatkowe. F - przekroj przez kutikule (Klowden 2013)

2.2 Straty wody przez kutikule

Przepuszczalno$¢ kutikuli dla wody jest r6zna u réznych gatunkéw chrzaszcezy.
Zalezy takze od s$rodowiska oraz trybu zycia 1 w szczegdlno$ci zmienia si¢ wraz
z wilgotnos$cig 1 temperaturg srodowiska. Utrata wody przez kutikule ograniczana jest dzigki

epikutikularnym lipidom, a zwlaszcza zewnetrznej warstwie wosku. Swiadczy o tym m.in.
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spotykany u wielu gatunkow gwaltowny ubytek wody wraz ze wzrostem temperatury, co
jest spowodowane, najprawdopodobniej, topieniem si¢ woskow (Lockey 1960). Skokowy
wzrost utraty wody z ciata nastgpuje w temperaturze znacznie wyzszej od temperatury
naturalnego $srodowiska owada, a zmiana przepuszczalnosci jest trwata (Klowden 2013).
Wazna jest nie tylko grubos¢ samej epikutikuli, ale tez sktad woskowej warstwy, gdyz
dhugotancuchowe lipidy topig si¢ w wyzszych temperaturach (Patel i in. 2001). Wydaje sig,
ze kanaty, bedace pozostatoscig po wypustkach naskorka, wraz z porami sg najwazniejsza
drogg transportu wody przez kutikule. Przepuszczalno$¢ kutikuli tym kanatem moze by¢

regulowana hormonalnie poprzez przymykanie i otwierania otworéw (Machin i in. 1994).

3 Rzad Coleoptera

Chrzaszcze (Coleoptera) sg najbardziej réznorodnym rzedem owadoéw na $Swiecie
liczacym ok. 360 000 opisanych gatunkéw (Bouchard i in. 2011). Réwniez w Polsce nalezg
do najbogatszej 1 najbardziej réznorodnej grupy zwierzat - 6076 poznanych dotychczas

gatunkéw (Coleoptera Poloniae, stan na 27.05.2016).

3.1 Budowa ciala

Coleoptera od innych rzedow owadow wyrdzniaja si¢ posiadaniem aparatu gebowego
gryzacego oraz pokryw (elytrae) — zmodyfikowanej pierwszej pary skrzydet
nieprzejrzystych, nieraz bardzo twardych. Stad, w starszych polskich pracach owady te byly
nazywane takze tegopokrywymi. Pokrywy sg symetryczne, tacza si¢ wzdtuz prostego szwu
1 zwykle si¢gaja konca odwloka, cho¢ niektore grupy, jak np. kusakowate (Staphylinidae)
maja pokrywy skrécone. Pokrywy nie maja widocznego uzytkowania, sg za to pokryte
punktowymi wgtebieniami lub rowkami. Oskérek pokryw jest zwykle pokryty wloskami,
szczecinkami lub réznorodnymi tuski, moze posiada¢ wyrostki lub zmarszczenia. Pod
pokrywami chrzaszczy znajduja si¢ zwykle zwinigte, przejrzyste skrzydta btoniaste drugiej
pary stuzace do latania, cho¢ u niektérych chrzaszczy sg one zredukowane czesciowo lub

catkowicie (Crowson 1981).



3.2 Pokrywy

Cechg charakterystyczng chrzaszczy, Coleoptera (z gr. coleos — ostona, pokrywa;
pteros — skrzydlo), jest m.in. posiadanie pokryw - zesklerotyzowanej pierwszej pary
skrzydet. Pokrywy powstaja z tarcz (dyskow) imaginalnych w stadium poczwarki podczas
metamorfozy. Po jej opuszczeniu przez wyksztalconego w pelni chrzgszcza pokrywy
twardniejg w procesie sklerotyzacji. Zakrywajga one u wigkszosci Coleoptera srodtutow,

zatutow 1 odwlok. Rzadko sg one skrocone, np. u kusakéw lub niektorych omarlic.

3.2.1 Struktura

Podstawowa cze$¢ szkieletu pokrywy tworzy sze$¢ zylek, czemu odpowiada szesé
pni tchawkowych biegnacych wzdhuz pokrywy. Zylki uloZzone sa réwnolegle i u kilku
gatunkéw sg widoczne w postaci wypuktych zeberek. Miedzy innymi przebieg zylek
odréznia chrzaszcze od wspomnianych innych rzedow owadow. U chrzaszczy, oprocz zytek
glownych pojawia si¢ takze wiele regularnie rozmieszczonych zylek poprzecznych, przez
co uzylkowanie pokryw ma posta¢ gestej siateczki o oczkach wypelionych sklerotyna
(Crowson 1981). Na przekroju poprzecznym pokrywy mozna wyodrebni¢ kutikule
zewnetrzng (grzbietowa) 1 wewngtrzng (brzuszng), pomiedzy ktorymi znajduje sie
przestrzen hemolimfatyczng z egzokutikularnymi beleczkami (trabeculae).

U wigkszo$ci chrzaszczy powierzchnia zewnetrzna obu pokryw jest pokryta
dziesigcioma rzedami wglebien (rowkdéw). Natomiast powierzchnia wewnetrzna pokrywy
jest albo catkowicie gladka, badz pokryta mikrowloskami stuzacymi glownie do
unieruchomienia ztozonych pokryw (Gorb 1997; Gorb 1998). Warto zauwazy¢, ze
u chrzaszczy wyksztalcito si¢ wiele réznych mechanizméw domykajacych i blokujacych
pokrywy (Fedorenko 2009), a u niektorych (pewne gatunki czarnuchowatych) pokrywy sa
catkowicie zros$nig¢te ze sobg, tworzac szczelnie zamknigta przestrzen, wypetniong
powietrzem nawet w srodowisku wodnym.

Zewngtrzna krawedz pokryw jest w mniejszym lub wigkszym stopniu podwinigta do
wewnatrz 1 tworzy tzw. epipleurg. U chrzgszczy latajacych, po bokach podstawy pokryw
znajduja si¢ zazwyczaj tzw. guzy barkowe, ktore wskazuja, ze dany osobnik ma dobrze
rozwini¢ta drugg parg skrzydet btoniastych i potrafi lata¢. Zmniejszenie ogdlnej grubosci

pokryw lub/i zwigkszenie przestrzeni hemolimfatycznej wptywa na zmniejszenie masy
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pokrywy, a tym samym ulatwia lot owada. Chrzaszcze nielatajace majg zazwyczaj mata
przestrzen hemolimfatyczng.

Grubos$¢ pokryw waha si¢ od kilkunastu do ponad 250 um i w duzej mierze
skorelowana jest z rozmiarami dorostego owada. Gatunki latajace maja z reguty ciensze
pokrywy, sktadajace si¢ z mniejszej liczby warstw (Kamp i Greven 2010). Za niezwykle
silng sklerotyzacj¢ pokryw odpowiada dominujacy udzial egzokutikuli - 65-86% grubosci
catej kutikuli pokrywy (Krzelj 1969).

3.2.2 Funkcja

Silna mechanicznie struktura pokryw sugeruje, ze ich gtéwnym zadaniem jest
ochrona drugiej, delikatnej 1 btoniastej pary skrzydet stuzacej do latania. Sztywne, dobrze
przylegajace do ciala pokrywy chronig cialo owada takze przed uszkodzeniami
mechanicznymi, wytarciem skrzydet oraz utratg wody z organizmu. U wigkszos$ci
chrzaszczy pokrywy sa podczas lotu roztozone i cho¢ nie wytwarzaja dodatkowej sity ciagu,
to generuja sit¢ nosna, pomagajac owadowi utrzymac si¢ w powietrzu. Sa jednak wyjatki,
np. u niektorych gatunkow chrzaszczy chrabgszczowatych pokrywy si¢ nie rozktadaja
w locie, a skrzydta wydostaja si¢ poprzez dolne otwory pomigdzy dolng krawedzig pokrywy
a gbrng $ciang ciata. Podczas lotu pokrywy pozostaja nieruchome badz poruszaja si¢ z niska
czestotliwosciag ok. 30-40 kHz (Sitorus i in. 2010). Doswiadczenia przeprowadzane
w tunelu aerodynamicznym pokazaly, ze obecnos¢ pokryw u Heliocopris hamadryas
zwigksza wytwarzanie pionowej sity o 40%, cho¢ odbywa si¢ to kosztem zmniejszenia
ogolnej wydajnosci aerodynamicznej (Johansson 1 in. 2012). W przypadku chrzaszczy
nielatajagcych (np. Carabidae, niektére Tenebrionidae) pokrywy sa zro$nigte wzdhuz szwu
1 w ogole nie odstaniajg czgséci grzbietowej owada.

Ponadto pokrywy przykrywaja takze przetchlinki - otwory zewnetrzne tchawkowego
uktadu oddechowego po bocznych stronach ciata. Utworzenie szczelnej komory miedzy
odwlokiem a pokrywami umozliwito niektérym chrzaszczom zycie takze w $rodowisku
wodnym. Jest to réwniez dodatkowa ochrona chrzaszcza przed utrata wody podczas
wymiany gazowej, jak tezprzed wnikaniem przez te otwory mikroorganizméw

chorobotworczych i1 pasozytniczych.
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4 Wiasciwosci wody w ukladach
biologicznych

4.1 Struktura i wlasciwosci fizykochemiczne wody

Juz w 1780 r. Cavendish i Lavoisier wykazali, ze woda jest zwigzkiem ztozonym
z wodoru 1 tlenu w stosunku objetosciowym 2:1. Doktadny sktad wody (uwzgledniajacy
istnienie réznych izotopéw: 'H, *H, *H oraz !'*0,'°0,'°0,'70,'0,"°0) zalezy od jej
pochodzenia, ale mozna przyjaé, ze abundancje H>'*0, H»'’0 i HDO wynosza odpowiednio
0.2%, 0.04% 1 0.03% (Eisenberg i Kauzmann 1969). W uktadach biologicznych dominuje
forma 'H2'%0 i to ona bedzie w dalszej czeéci rozumiana jako ,,woda”.

Kat miedzy wigzaniami O—H wody wynosi 104.474°, a dlugo$¢ wigzania - 0.9575 A
(Eisenberg 1 Kauzmann 1969), wigzanie O—H to pojedyncze wigzanie kowalencyjne,
spolaryzowane. Cho¢ czasteczka wody jest neutralna elektrycznie, to w jej obrebie tadunek
elektryczny czgsciowo si¢ rozdziela, atom tlenu ma wigksza gestos¢ elektronowa niz atomy
wodoru, a co za tym idzie pojawia si¢ elektryczny moment dipolowy rowny 1.855 D dla
izolowanej czagsteczki. Ta silna polarnos¢ wody przyczynia si¢ do tworzenia wigzan
wodorowych migdzy innymi czasteczkami wody, a takze innymi czasteczkami polarnymi.
W stanie ciektym moment dipolowy wody jest wigkszy 0 0.6-1.2 D, za$ dla najpowszechnie;j
wystepujacego lodu heksagonalnego wartos¢ ta wynosi 3.09 D (Batista i in. 1998).

Ponadto czasteczka wody ma niezerowe sktadowe momentu kwadrupolowego Oy,
Oy, O:, jednak bardzo szybkie drgania molekularne zmniejszaja odczuwany przez nig
gradient pola elektrycznego, przez co pomiary tych wielkosci w roztworze sg praktycznie
niemozliwe. Mozna za to wyznaczy¢ wartos¢ $rednia momentu kwadrupolowego,

korzystajac z rownania

6 = %(Qxx + Qyy + sz) = %(_e <r*> +eZZn7‘nz> M

gdzie Z, jest liczba atomowg n-tego jadra, > jest kwadratem odlegtosci tego jadra od $rodka
masy, <r*> jest wartoscig $rednig odleglosci elektrondow od $rodka masy czasteczki,
natomiast e jest tadunkiem elementarnym. Tak wyznaczony $redni moment kwadrupolowy

wody wynosi Q = —5.6 DA (Eisenberg i Kauzmann 1969). Obliczone na gruncie mechaniki
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kwantowej warto$ci poszczegdlnych sktadowych (-4.27, -7.99, -5.94 DA (Tu i Laaksonen
2000)) wskazuja na to, ze rozklad tadunku czasteczki wody jest zblizony do sferycznego.

Jak wigkszos¢ lekkich czasteczek woda nie posiada niesparowanych elektronow,
a co za tym idzie jest diamagnetyczna. Podatno$¢ magnetyczna y jest tensorem, ktdrego
sktadowe wzdtuz kazdej osi mozna zapisa¢ jako sume¢ ujemnych przyczynkow
diamagnetycznych i mniejszych, dodatnich przyczynkow paramagnetycznych (yux = y“u +
x’x). Cho¢ wartosci poszczegdlnych skladowych diamagnetycznych nie sg znane, to
podobnie jak w przypadku momentu kwadrupolowego mozna wyznaczy¢ warto$¢ srednig

podatno$ci magnetyczne;j:

_ 1
X = § (Xxx + Xyy T XZZ)' 2)

Wartos$¢ ta w bardzo nieznacznym stopniu zalezy od fazy, za$ dla ciektej wody réwna si¢
—1.63-10"'""m?/mol (Eisenberg i Kauzmann 1969) .

W lodzie Th czasteczki wody tworza regularng tetraedryczng sie¢ przestrzenng
sktadajace si¢ z atomdéw tlenu, jednak otoczenie tlenu atomami wodoru nie ma takiej
symetrii, poniewaz wigzania O—H maja rozne dhlugosci. Taka struktura zawiera duzo
wolnych przestrzeni, dzigki czemu w temperaturze topnienia gesto$¢ lodu jest mniejsza niz
gesto$¢ wody w stanie ciektym. Podczas topnienia lodu okoto 15% wigzan wodorowych
zostaje zerwanych, jednak w temperaturze bliskiej temperatury topnienia istnieja klastry
sktadajace si¢ nawet ze 100 czasteczek wody, ktére zachowujg jeszcze strukturg lodu.

Powstawanie wigzan wodorowych ttumaczy duza adhezj¢ wody, czyli zdolnos¢ do
zwilzania powierzchni r6znych substancji. Z drugiej strony, hydrofobowos$¢ niektérych
zwigzkow lub fragmentow ich czasteczek mozna tlumaczy¢ brakiem lub niewielkg
zawarto$cig atomow donorowych, mogacych tworzy¢ wigzania wodorowe z czasteczkami
wody (np. w przypadku woskow, thuszczéw) (Barbosa-Canovas 1 in. 2008; Eisenberg i

Kauzmann 1969).

4.2 Dynamika molekularna wody

Czasteczki wody moga wykonywac trzy rodzaje ruchow: oscylacyjny, rotacyjny
i translacyjny. Drgania oscylacyjne s3 ruchami wewnatrzczasteczkowymi, zmieniajacymi
ksztalt molekuly poprzez rozciaganie, zmian¢ dtugosci wigzan lub katéw miedzy nimi.

Ruch rotacyjny obejmuje obroty czgsteczki 1 zmiang jej orientacji wzgledem otoczenia,
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aruch translacyjny opisuje zmiang polozenia wskutek dyfuzji badz ukierunkowanego
przeplywu. Zbudowana z trzech atomow molekuta woda ma w sumie dziewig¢ stopni
swobody.

Rodzaj i skala czasowa ruchéw czasteczek wody zalezy od jej fazy, a ta z kolei jest
funkcja temperatury i ci$nienia zewn¢trznego, a w przypadku wody zwigzanej z uktadem
zalezy takze od jego struktury. W przypadku czystej wody warto doktadniej rozwazy¢ trzy
regiony wykresu fazowego. W warunkach normalnych (¢ = 20°C, p = 1 atm) woda jest
w stanie ciekltym 1 wykonuje wszystkie rodzaje ruchéw, podobnie jak w fazie gazowe;.
W przypadku lodu Th (najpowszechniejszego w przyrodzie) czasteczki wody wykonuja
gtownie drgania oscylacyjne, a ich swoboda rotacji i przemieszczania si¢ jest mocno
ograniczona.

Przejécia migdzy wymienionymi fazami wymagaja zmian entalpii, entropii, a takze
struktury. Przyktadowo przejscie fazowe z fazy stalej do fazy cieczowej zachodzi dzigki
pobraniu energii na sposob ciepta (w warunkach statego ci$nienia zewngetrznego, pobraniu
entalpii), co z kolei skutkuje zmiang struktury, a tym samym spadkiem uporzadkowania
uktadu. Ten wzrost entropii podczas topnienia jest odzwierciedlony w mobilnosci

czasteczek, czyli uwolnieniu stopni swobody ruchoéw translacyjnego i rotacyjnego.

Dynamika wody zwigzanej z innym uktadem, np. cialem statym jest istotnie rdzna.
Wigzania chemiczne redukuja mozliwos¢ ruchu czasteczki, stad czasteczki wody, zwigzane
do powierzchni sag mniej mobilne od czasteczek wody w stanie cieklym czy na granicy faz

ciecz-gaz.

4.3 Sorpcja na powierzchniach

Termin sorpcja jest zazwyczaj uzywany do opisu wstepnej fazy penetracji fazy
skondensowanej przez czasteczki danej substancji. Uwzglednia on adsorpcje, czyli
gromadzenie si¢ czasteczek na powierzchni, absorpcje w objetosci materiatu oraz
formowanie klastrow. Substancje, ktora ulega adsorpcji nazywana jest adsorbatem,
a substancja na ktorej ten proces zachodzi - adsorbentem lub podtozem. Na powierzchnie
czynng adsorbentu (statego) sktadajg si¢ rowniez rdznego rodzaju pory i kanaliki. Zaleznie
od stopnia rozdrobnienia adsorbentu zwigksza si¢ jego powierzchnia wlasciwa, wyrazana

jako powierzchnia na jednostke masy.
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Zwiazek migdzy wzglednym ci$nieniem par / 1 zawartoscig substancji w materiale
opisuje w danej temperaturze izoterma sorpcyjna. W przypadku sorpcji wody wzgledne
ci$nienie par A, okreslane tez potocznie wilgotnosci wzgledng, jest stosunkiem ci§nienia
pary wodnej zawartej w powietrzu do ci$nienia pary nasyconej po

h=2 3)
Po

Zawarto$¢ wody w sorbencie mozna za$ zdefiniowa¢ jako mas¢ zaabsorbowanej wody na

jednostke suchej masy.

W zaleznos$ci od wystepujacych oddziatywan migdzy adsorbentem a adsorbatem
wydziela si¢ dwa rodzaje sorpcji. Adsorpcja fizyczna spowodowana jest sitami oddzialywan
migdzyczasteczkowych (sity van der Waalsa, wigzania wodorowe itp.), podczas gdy
adsorpcja chemiczna zwigzana jest z przejSciem elektrondw pomiedzy ciatem statym,
a substancja si¢ adsorbujaca. Proces ten wigze si¢ z powstaniem zwigzku chemicznego
migdzy adsorbentem 1 pierwszg warstwg zaadsorbowanej substancji. Energia uwalniana
w trakcie adsorpcji fizycznej jest tego samego rzedu co entalpia kondensacji, jej wartosci

wynosza od kilku do okoto 50 kJ/mol, w przypadku chemisorpcji entalpia sorpcji jest o rzad
wielkos$ci 1 wynosi ok. 200 kJ/mol (Oscik 1979).

4.3.1 Izotermy sorpcyjne i ich klasyfikacja

Izoterma sorpcyjna okre$la to, jaka ilo$¢ substancji zostanie zaabsorbowana dla
danego stanu uktadu (czyli dla zestawu parametroéw: ci$nienia i temperatury w przypadku
adsorpcji z fazy gazowej; cis$nienia, temperatury i stezenia w przypadku adsorpcji
z roztworu). Ilo§¢ zaadsorbowanej substancji moze zosta¢ wyrazona jako pokrycie
powierzchni, tzn. stosunek: miejsca adsorpceyjne zajete/dostepne miejsca adsorpcyjne.

IUPAC (Migdzynarodowa Unia Chemii Czystej i Stosowanej) uznaje ogdlng
klasyfikacje wyrozniajgca sze$¢ typoOw izoterm adsorpcji (Sing 1985):

- Typ I - charakterystyczny dla adsorbentdow mikroporowatych, cechuje si¢ monotonicznym
zblizaniem do absorpcji granicznej, opisywany najprostszg izotermg Langmuira (Langmuir
1918);

- Typ II - najcze$ciej spotykany w przypadku adsorpcji fizycznej i wigze si¢ z powstaniem

adsorpcyjnej warstwy wielomolekularnej, izoterma ma forme sigmoidy (Thommes 2010);
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- Typ II (bardzo rzadko wystepujacy) - charakterystyczny dla adsorbentow
mikroporowatych; odpowiada przypadkom, gdy oddzialywanie adsorbatu z adsorbentem
jest znacznie mniejsze niz oddziatywanie miedzyczasteczkowe czasteczek adsorbatu,
izoterma ma forme¢ sigmoidy;

- Typ IV - (rozpowszechniony) i V (rzadko wystgpujacy) — charakterystyczny dla
mezoporowatych adsorbentow;

- Typ VI - adsorpcja wielowarstwowa na powierzchni jednorodnej, czesto stosowana do

opisu sorpcji prostych gazéw na powierzchniach weglowych (Steele 1 in. 1996).

4.3.2 Izoterma Langmuira

Mechanizm przylaczania i odtgczania molekut od powierzchni adsorbenta zostat po
raz pierwszy opisany przez Irvinga Langmuira (Langmuir 1918). Przedstawil on model
jednowarstwowej sorpcji czasteczek opisujacy dane do§wiadczalne dla zakresu wilgotnosci
h < 0.1. Jego model opieral si¢ na zatozeniu, ze powierzchnia stalego adsorbenta ma
wyroéznione miejsca zwane centrami aktywnymi, ktérymi mogg by¢ Sciany
mikrokrystalitow, defekty sieciowe lub w przypadku adsorbentéw ztozonych, granice faz.
Do kazdego takiego centrum aktywnego moze zaadsorbowac (w wyniku adsorpcji fizycznej
badz chemicznej) jedna czasteczka adsorbenta (powstaje warstwa monomolekularna).
Langmuir przyjat, ze czasteczki zaadsorbowane na centrach adsorpcji nie oddziatuja
wzajemnie na siebie oraz nie wykazujg ruchu translacyjnego (drganie, przemieszczanie si¢)
w plaszczyznie powierzchni adsorbenta. Proces adsorpcji ma charakter dynamicznej
roéwnowagi pomiedzy adsorpcja i procesem odwrotnym do adsorpcji — desorpcja, a energia

adsorpcji jest stala i nie zalezy od stopnia pokrycia powierzchni.

Zaktadajac, ze liczba centréw aktywnych na powierzchni jest stata, proces adsorpcji

mozna zapisa¢ w postaci rOwnania
S+A o SA, (4)
gdzie A oznacza czasteczki gazu, S - wolne centra aktywne, natomiast S4 - zajete centra
aktywne. Rownowagowy wspotczynnik sorpcji mozna zapisac¢ jako
[SA]
[A] - [ST

Oznaczajac © jako stosunek czesci powierzchni zajetej do catkowitej powierzchni

()

adsorbenta (0 < ® < 1) i przyjmujac, ze [SA] jest proporcjonalne do pokrycia powierzchni
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zaadsorbowanymi czasteczkami (czyli jest proporcjonalne do ®), podczas gdy [S] jest
proporcjonalne do liczby miejsc niezapelnionych, (1 — ®), natomiast [4] jest proporcjonalne
do ci$nienia gazu p, mozna zapisac
K= ﬁ =0 = %. (6)

Istotnym jest fakt, ze K jest wartos$cig statg tylko wtedy, gdy entalpia adsorpcji jest
niezalezna od stopnia pokrycia powierzchni. Wspotczynnik K opisujacy rownowage miedzy
procesami sorpcji i desorpcji zalezy m.in. od temperatury uktadu i ci$nienia par adsorbatu
nad powierzchnig. Czynniki te wywierajg przeciwny wplyw na stezenie adsorbatu,
przyktadowo pokrycie powierzchni mozna zwigkszy¢ przez zwigkszanie ci$nienia par

adsorbatu, jednak bedzie ono male¢, jesli przy stalym ci$nieniu rosna¢ bedzie temperatura.

4.3.3 Izoterma Brunauer-Emmet-Taller (BET)

Model Langmuira ogranicza si¢ do adsorpcji jednowarstwowej. Nie opisuje on m.in.
zjawiska kondensacji wystepujacego dla duzych cisnien pary. W 1938 r. Brunauer, Emmet
i Taller w oparciu o teori¢ Langmuira opracowali model adsorpcji wielowarstwowej
(Brunauer 1 in. 1938). Podstawowym zatozeniem modelu BET jest mozliwo$¢ zastosowania
rownania Langmuira do kazdej warstwy adsorpcyjnej. Energie poszczegolnych warstw sg
rdzne, przy czym energia wigzania do warstwy pierwszej jest o wiele wigksza niz do warstw
kolejnych. Zgodnie z tg teorig przy adsorpcji z pary, czasteczka, trafiajaca na zajete miejsce
adsorpcyjne powierzchni adsorbenta, nie opuszcza go natychmiast, lecz tworzy
krotkotrwaty kompleks adsorpcyjny. Ze wzrostem cisnienia pary (gdy p zbliza si¢ do
ci$nienia pary nasyconej po) ilo$¢ niezajetych miejsc na powierzchni adsorbenta zmniejsza
si¢. Zmniejsza si¢ tez ilos¢ miejsc aktywnych zajetych przez tylko jedna czasteczke
adsorbatu, poniewaz tworza si¢ wielokrotne kompleksy adsorpcyjne. Rysunek 4
przedstawia model adsorpcji sekwencyjnej, przyjety w teorii BET.

Wyprowadzenie wzoru na rdéwnanie izotermy wymaga rozroznienia entalpii
adsorpcji do pierwszej warstwy (absorbujacej na sposob opisany przez Langmuira), tzn.
Echem oraz ciepta kondensacji (rownego cieptu parowania) wszystkich kolejnych warstw,
Erona. Szybkos$¢ adsorpcji na i-tej warstwie (czystemu adsorbentowi odpowiada indeks 0)

jest rbwna
RS =k P+ Se) (7)
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gdzie p —to cis$nienie, natomiast S to pole nieobsadzonej powierzchni dla i-tej warstwy.

Szybkos¢ desorpcji z tej warstwy jest z kolei rowna

. , E(
RO _ O Say - o i (8)

des des
W stanie rownowagi szybkosci te sg sobie rowne, wigc dla pierwszej warstwy i pierwotnych

miejsc wigzacych zachodzi zwigzek:

“Ew
(€] _ 4@ 9
kad'P'S(O)_d -S(l)-e KT ()

des

Cztery procesy mogg zmieni¢ powierzchni¢ Si (patrz Rys. 4):

1. adsorpcja czasteczki na powierzchni adsorbenta Rg? = kg? S,

)
2. desorpcja czgsteczki z pierwszej warstwy Ry, = k) - S, kT

3. adsorpcja czasteczki na pierwsza warstwe R =k pS,

Ko

4. desorpcja czgsteczki z drugiej warstwy R =kl - S, kT

Rysunek 4 Procesy sorpcji i desorpcji dla pierwszych dwoch warstw adsorbatu opisane przez model
BET

W stanie rownowagi pole powierzchni S; si¢ nie zmienia, wigc efekt procesow 1 1 4

(zwigkszenie S7) jest kompensowany przez procesy 2 1 3:

E@) Ew
1 2 —= 1 - 2
ko PSo) + ke Se M = d = kg Swye ¥ + ki pSco). (10)
Po odjeciu rownania (9) od rownania (10) otrzymuje si¢
E@)
2 &) 2
kgexS@e ¥ = kg Smp ()
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Analizujac w ten sposob kolejne warstwy mozna doj$¢ do ogdlnego wyrazenia

k(i+1)5(l'+1)eE(i+1)/kT = k((lld+1)5(l)p (12)

des
Catkowitg objetos¢ zaadsorbowanej wody mozna uzyskac przez przemnozenie powierzchni
zajetej dla kazdej warstwy przez liczbe warstw znajdujacych si¢ pod nig oraz przez objetos¢

wlasciwa na jednostke powierzchni:

o)

Vtotal = VO Z lS(l) (13)

i=1
Stosunek catkowitej objetosci zaadsorbowanej substancji V,,,, do objetoéci monowarstwy
V. oo (czyli pokrycie ®) jest rowny

0= Vtotal _ Z?ozl iS(i)
Vmono 2;21 S(i)

By moéc wyznaczy¢ wartosci tych sum konieczne jest dokonanie kilku zatozen,

(14)

mianowicie wszystkie energie adsorpcji poczawszy od drugiej warstwy beda sobie rowne

(E1) oraz wszystkie stosunki szybkosci sorpcji/desorpcji beda stale i sobie rowne

) 3) (n)

kdes — kdes — — kdrés — (15)
@) () (m) !

kad kad kad

co jest typowe dla cieczy. Pierwsza warstwa jest analizowana odrebnie, bo szybkosci

sorpcji/desorpcji oraz energia adsorpcji na niej sg istotnie rézne. Definiujac

@
_ p EL _ kdes El 16
=P (RT)y RO (RT) (10)

a

oraz wprowadzajac statg c=)/x mozna wyrazi¢ kolejne pola zajetej powierzchni jako:
51 = ¥So
Sy =x851 = xyS,
S; = xS, = x%y S, (17)

S; = xS;_; = x7718, = cx!S,,.
Wtedy pokrycie powierzchni ® bedzie réwne

o .1 0 : .0
~ Viotar _ €SoXizixt ¢ Xiix

0= - = = S (18)
Vimono  So(1+cXx) 14c)yxt
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Sumy szeregdw geometrycznych z powyzszego rOwnania wynosza:

[oe)

Z X
NET T

i

- - - (19)
Zixi _ xZixi—l - "%in - xdd—x(1 ix) = _xx)z,
Rownanie (18) mozna wigc przepisaé w postaci
Viotat = fmono T = Ymono 1= —x+cx) 20)

Mozna przyjaé, ze nieznana wielko$¢ x jest rowna cis$nieniu wzglednemu: x=p/py.
Spetiony jest wtedy warunek, ze dla p=po warto$¢ Vi staje si¢ nieskonczona (x—1).
Taka posta¢ rownania izotermy BET najczgs$ciej jest najczesciej spotykana w literaturze
przedmiotu (Basu i in. 2006).

Warto wspomnie¢ o dwoch przypadkach granicznych:

* ¢>>]: cieplo adsorpcji pierwszej warstwy jest duze w poréwnaniu z entalpig
kondensacji i adsorpcja do drugiej warstwy zachodzi dopiero wtedy, gdy warstwa pierwsza
jest catkowicie zapetiona; jesli dodatkowo p<<py, izoterma BET przechodzi w izoterme
Langmuira;

* c<<[: E;jest mniejsze lub porownywalne z E;, wigc adsorpcja wielowarstwowa
zachodzi nawet gdy pierwsza warstwa jest niezapekniona.

Izoterma BET ma ksztalt sigmoidy, w obszarze zapehiania si¢ monowarstwy
wzrost adsorpcji zmniejsza si¢ z podwyzszeniem cisnienia (na wykresie izotermy powstaje
odcinek wypukly), ale przy dalszym podwyzszeniu ci$nienia tempo adsorpcji powinno
wzrasta¢ - adsorpcja staje si¢ wielomolekularna i izoterma przechodzi przez punkt

przegiecia.
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4.3.4 1zoterma GAB

Na ogot model BET trafnie opisuje sorpcje wody z fazy gazowej w zakresie
wilgotnosci wzglednej do 4 = 0.45. Zalozenie, ze powierzchnia adsorbenta jest jednolita
oraz nie istniejg oddziatywania miedzy czasteczkami adsorbatu, jest rzadko spetniane dla
materiatdw heterogenicznych, co znacznie ogranicza wykorzystanie izotermy BET do
wyznaczenia ilo$ci wody wysycajacej miejsca pierwotne.

Rozwinigciem teorii BET sg trojparametrowe roéwnania izoterm, wyprowadzone
niezaleznie przez kilku badaczy. Najpowszechniejszg ich wersja jest model Guggenheim-
Anderson-de Boer (GAB), zaktadajacy, ze ciepto adsorpcji dla drugiej i kolejnych warstw
adsorbenta jest inne, niz cieplo parowania/kondensacji czasteczek w fazie cieklej, L,
(Aguerre 1 in. 1989). W og6lnosci mozna to zapisac jako

E; = L+ RTf (i) (21)
gdzie f(i) jest funkcja numeru warstwy. Wstawiajac t¢ zalezno$¢ do wczesnie]
wyprowadzonego rownania (12) otrzymuje si¢

(i+1)
; k S L
(i+1) des 2@i+1) ( ) (22)
k = )
- exp

gdzie dokonano podstawienia k(i) = exp[f(i)]. Zdefiniowany na potrzeby izotermy BET
wspotczynnik x jest wigc teraz rowny

X = Sexp (%) = gk(i) exp (%) = wk(i), (23)

. L , . . .
gdzie stata w oznacza w = %exp (E)' Roéwnanie (17) ma wigc teraz postaé

i i
S, = Si_yw; = S;_1xk(i) = Soyx'~! 1_[ k() = Sycx! 1_[ k() (24)
| |

J J

gdzie stata

(1)
C_;_Hﬂng(RT> @3)
des

ma takie samo znaczenie fizyczne, jak w modelu BET. Stosunek catkowitej objetosci
sorbatu do objetosci potrzebnej do pokrycia monowarstwy jest w przypadku modelu GAB

rowny
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Vtotal _ Z?ozl iS C[x + Z:002 ixi Hi‘ Zk(i)] —
Vinono _Z?ilis 1+C[X+Z = X! H k(])] -

0 i
d .
=xaln 1+c¢ x+zx‘1_[k(j)
i=2  j=2

Zaktadajac, ze k(j) jest wylacznie funkcja numeru warstwy sorpcyjnej, mozna rozwazyc

(26)

trzy szczegdlne postaci izotermy wyznaczone z rOwnania (26):

1. k(j) = k = constant,

2. kG) =j/G— 1),

3. kG) =G~ Dj.
W drugim i trzecim przypadku cieplo sorpcji zmienia si¢ w zalezno$ci od warstwy
(odpowiednio maleje 1 ro$nie) i zmierza asymptotycznie do wartosci L. Znajac zalezno$¢ k

od numeru warstwy mozna wyprowadzi¢ trzy rézne typy izoterm.

1. Przy zalozeniu k = constant cieplo adsorpcji jest, poczawszy od drugiej warstwy, state,

a wigc iloczyn w réwnaniu (26) jest rowny
i
[ e = @7)

wiec cate wyrazenie w nawiasach sprowadza si¢ do sumy szeregu

Z iji-1 = Z(xk)‘ _ —( ) (28)
i=1
Ostatecznie izoterma przyjmuje postaé
v v ch
total = Ymono
1—kh)(1+ (c—k)h
( YA+ (c=kh) (29)
c'kh

~ 1=k + (¢’ = Dkh)

gdzie stala ¢’ jest powigzana ze statg ¢ z rownania BET:

s,

c' = w= k(l) g exp((E; — (L + RT Ink))/RT). (30)

des

W przypadku, gdy ciepto adsorpcji drugiej warstwy jest rowne L (czyli dla k= 1) izoterma
ta sprowadza si¢ do modelu BET.
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2. Jezeli ciepto adsorpcji maleje z kazda kolejng warstwa zgodnie z zaleznoS$cig k(j) =
Jj/Aj — 1), to illoczyn i suma w réwnaniu (26) sa kolejno réwne

i

J =i
< - (1)
> -X—Zx T
Roéwnanie izotermy ma wigc postaé
Veoat = Vrono G oo 62)

3. Jezeli za$ cieplo adsorpcji ro$nie z kazda kolejng warstwa zgodnie z zaleznos$cia

k(j) = (G — 1)/, to iloczyn i suma w réwnaniu (26) sg odpowiednio rowne

i
[[5--3
j i

= (33)
Z_': —In(1l—-x) dia—1<x<1,
=t
wigc izoterma wyraza si¢ rGwnaniem
ch
% =V . 34
total mono (1 IR h)(l —c 1n(1 — h)) ( )

W analizie sorpcji materialow biologicznych najczesciej stosowana jest pierwsza
wersja izotermy GAB, ktora zaktada state cieplo sorpcji dla drugiej i kolejnych warstw
adsorbatu (Haranczyk 2003; Black & Pritchard 2002). Dodatkowa wzgledem modelu BET
stala k£ jest miarg roéznicy miedzy potencjatami chemicznymi czasteczek drugiej fazy
adsorpcji 1 czasteczek fazy cieczowej adsorbenta.

Model GAB opisuje w zadowalajacy sposob dane doswiadczalne sorpcji z fazy
gazowej dla wilgotnosci wzglednej atmosfery 2 < 0.9. Dalsze proby rozszerzenia jego
stosowalnos$ci uwzgledniaty zniesienie niektdrych zalozen i wprowadzenie dodatkowych
parametrow, np. opisujacych adsorpcj¢ ograniczong do n warstw, czy pecznienie materiatu,
jednak wiekszos¢ z owych modeli nie poprawiala w znaczacy sposob jakosci dopasowan

do danych eksperymentalnych (Lewicki 1998).
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:_:;__” L_‘EF_T_'{Q ——h = const. (h<1)

_§ \\ h(j) = j/j-1)

= *\\ h(j) = (-1)/j

5 e

o \\\_\\_

L ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

L-RT In2
1 2 3 4 5 6 i 8 9 10

nr warstwy

Rysunek 5 Ciepto adsorpcji wody w funkcji numeru warstwy dla analizowanych modeli GAB (na
podstawie (Aguerre i in. 1989))

4.3.5 Izoterma Denta

W 1977 r. R. Dent opublikowat opis mechanizmu sorpcji wielowarstwowej, ktory
cho¢ matematycznie jest rownowazny modelowi GAB, jednak definicja parametréw i ich
znaczenie fizyczne jest inne (Dent 1977). Dent rdwniez rozwazyt istnienie pierwotnych
1 wtornych miejsc aktywnych, jednak nie dywersyfikujac wody zwigzanej do drugiej i do
dalszych warstw, zatem uzyta przez niego stata kinetyczna b moze opisywaé zarowno
wigzanie w wodzie swobodnej, jak 1 na powierzchni kropli. Liczba molekut przypadajacych
$rednio na jedno miejsce wigzace wynosi:

Voo =V, bih
otal = Tmono (1 _ pp)(1 + b,h — bh)’

(35)

stala b okresla wzgledne pokrycie pierwotnych miejsc wigzacych dla danego 4, a stata b,

zmieniajgca si¢ w zakresie 0-1, jest stosunkiem pokrycia warstwy (n+1) do pokrycia

warstwy n dla 7 = 1. Wielkos¢ ]/b]‘h:1 okresla stosunek liczby nieobsadzonych miejsc
aktywnych do liczby miejsc zwigzanych z jedng molekuta wody dla wilgotnosci wzglednej

h =1, awiec jest miarg hydrofilowo$ci powierzchni.

4.3.6 1zoterma GDW

Jednym z ostatnio opracowanych modeli sorpcji, bazujacych na izotermie GAB, jest

uog6lniony model D’Arcy’ego-Watta (Generalized D’Arcy-Watt, model GDW).
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Przedstawiony w 1970 r. oryginalny model D’ Arcy’ego i Watta zaktadal, ze sorpcja (wody)
zachodzi niezaleznie na silnie (grupy hydrofilowe) oraz stabo wiazacych miejscach
aktywnych. Co wigcej, wprowadzono uproszczony opis wielowarstwowej adsorpcji na
wtérnych miejscach aktywnych, jaki zaktadat wigzanie na nich klastrow wody jeszcze przed
tym, jak zostang wysycone pierwotne miejsca aktywne (D’ Arcy & Watt 1970). Uogdlnienie
tego modelu zaprezentowat Furmaniak i wsp. (Furmaniak, A. P. Terzyk, Gauden, i in. 2007;
Furmaniak, A. P. Terzyk, Czepirski, 1 in. 2007; Furmaniak i in. 2009). Izoterma GDW
zaktada istnienie pierwotnych miejsc aktywnych na powierzchni adsorbenta. Kazde
centrum moze zaadsorbowac tylko jedna czasteczke wody, ktdra moze sta¢ si¢ wtornym
miejscem aktywnym dla kolejnych czasteczek. Gtowna rdznica polega na tym, ze nie
wszystkie zaadsorbowane czasteczki wody staja si¢ miejscami wtornym, dopuszczalna jest
tez sorpcja wigcej niz jednej czasteczki wody na jednym miejscu aktywnym (patrz Rys. 6).

Réwnanie izotermy GDW zawiera wigc dodatkowy parametr w, ktory méowi jaka czes$¢
czasteczek wody zaadsorbowanych na pierwotnych miejscach aktywnych staje si¢

miejscami wtornymi:

Kh 1—-k(1—-w)h
Viota = V1

(36)
M1 +Kh  1—kh
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Rysunek 6 Schematyczne poréwnanie mechanizméw sorpcji z modeli GAB i GDW (na podstawie
(Furmaniak, A. Terzyk, i in. 2007))

Pozostale parametry modelu majg znaczenie analogiczne do wczesniej wprowadzonych, K
1 k, 1 opisujg szybko$¢ adsorpcji na miejscach aktywnych, odpowiednio pierwotnych
1 wtornych. Mozna rozwazy¢ trzy scenariusze adsorpcji w zaleznosci od warto$ci parametru

w:

1. w <1 - nie wszystkie czasteczki wody zaadsorbowane na powierzchni stajg si¢
wtornymi miejscami aktywnymi (liczba wtdérnych miejsc aktywnych jest mniejsza,

niz liczba pierwotnych miejsc aktywnych),

2. w = 1 - do kazdej czasteczki wody zaadsorbowanej do powierzchni zostaje
przytaczona doktadnie jedna kolejna czasteczka, a model upraszcza si¢ do izotermy
GAB i1 zachodzg nastepujace zwigzki miedzy parametrami izotermy (Furmaniak, A.
Terzyk, 1 in. 2007):

KGDW

VGAB — [7GDW
mono Mono GDW  J,GDW’

(37)

GDW

GAB _
c =1+ 1 GDW”
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[ GAB — J,GDW

3. w > 1 - $rednio wigcej niz jedna czgsteczka adsorbuje wtérnie na czgsteczce

zaadsorbowanej na pierwotnym miejscu aktywnym.

Model GDW =znalazt zastosowanie w opisie sorpcji wody na heterogenicznych
materiatach pochodzenia biologicznego np. drewnie czy produktach zZywnos$ciowych

(Furmaniak i in. 2009; Agudelo-Laverde i in. 2014; Olek i in. 2013)
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S Magnetyczny Rezonans Jadrowy

Metody Magnetycznego Rezonansu Jadrowego (oznaczanego dalej jako MRJ lub
NMR) sg jednymi z najczesciej stosowanych technik badania dynamiki wody w r6znym
stanie. Z eksperymentu protonowego MRJ mozna wyciaggna¢ zaréwno jako$ciowe, jak
1 ilosciowe wnioski dotyczace wody.

Jedng z wazniejszych zalet technik MRJ jest jej nieinwazyjnos¢ badania dynamiki
molekularnej czy otoczenia chemicznego w probkach biologicznych (Villa1in. 1983; Black
& Pritchard 2002). Ich witasciwosci hydratacyjne s3 zazwyczaj badane rezonansem na

jadrach 'H, 2H lub 7O poprzez obserwacje procesow relaksacyjnych (Aroulmoji i in. 2012).

5.1 Moment pedu i moment magnetyczny jadra

Klasycznie moment pedu L czgstki 0 masie m o pedzie p i predkosci U dany jest
wyrazeniem
L=?xp=m@FxD), (38)
gdzie 7 jest wektorem wodzgcym. Przechodzgc do opisu kwantowego wprowadza sie
opcratory
p — —ih, roT, (39)
gdzie h jest zredukowang stalg Plancka. Moment pedu przyjmuje zatem postaé
L=%Xp=—ihtxV>L; = EijkXj P (40)
Sktadowe operatoréw potozenia i pedu speiniajg kanoniczng relacje komutacyjna:
[xj,pk] = (h6jy. (41)
Korzystajac z tych informacji mozna wyprowadzi¢ inne relacje komutacyjne:
[Lim, X0 ] = themngxq
[Lin, Pn] = ihpg @)
[Lm, Ln] = ihemnqLy

[L, 2] = 0.
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Dla jader o niezerowym momencie pedu zachodzi relacja mi¢dzy momentem

magnetycznym, a tymze momentem pedu:
g=yL, (43)
gdzie y jest charakterystycznym dla kazdego jadra wspdtczynnikiem Zyromagnetycznym

rownym g, 2e = &ulls
m

p

, gdzie m, 0znacza mas¢ protonu, g, to czynnik Landego, natomiast

Unto magneton jadrowy.
Oprécz momentu pedu wynikajacego z ruchu w przestrzeni, elektrony i niektore jadra
atomowe maja wlasny kret - spin. Spin elektronu jest wartoscig stalg i wynosi 1/2. Operator
spinowy / spelnia te same relacje komutacyjne, co operator momentu pedu (42). Sktadowe
operatora zdefiniowanego jako I' = Ih majg warto$ci wiasne
m=-1,-1+1,..,1-1], (44)

gdzie [ jest spinowg liczbg kwantow3.

Dipol magnetyczny umieszczony w zewnetrznym polu magnetycznym B posiada

energi¢ potencjalng

E=—ji"B, (45)
moment sity dziatajacy na taki dipol jest rowny
T=—1 xB. (46)
Moment magnetyczny petli z pradem / o powierzchni S jest rowny
u =18S. (47)

Powyzszy wzor mozna zastosowac przy analizie ruchu elektronu wokét jadra. Jesli v/2zr
jest okresem obiegu elektronu po orbicie, to stosujac wzor (47) otrzymuje si¢
, v 1

u =18 e - nr > evr.

Poniewaz wektor /7 jest prostopadty do plaszczyzny orbity, to uwzgledniajac (38) mozna

zapisac

e — —
K =yk. (49)

po=-

2m,
Ostatecznie mozna zapisa¢ relacje migdzy momentem magnetycznym jadra [i a jego

momentem pedu
i=vk, (50)

a zastepujac moment pedu operatorem spinowym /’ otrzymuje si¢
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i =yhl. (51
Hamiltonian jadra obdarzonego momentem magnetycznym fi umieszczonego w polu
magnetycznym B ma postaé

—

H,=—fi-B. (52)

Tu 1 w dalszej czesci pracy przyjeto konwencje, ze pole Bo jest skierowane wzdtuz osi z,
w takiej sytuacji Hamiltonian sprowadzi si¢ do

H, = =Bolt, = —Boyhl,. (53)
Wartosci wlasne operatora Hamiltona oddziatywania jadra z polem sg iloczynami warto$ci
wlasnych operatora I i czynnika (yhB,) i wynosza

E(m) = —Byyhm, (54)

wiec energia oddziatywania jest zdegenerowana 2[/+/-krotnie, a odlegtosci miedzy
kolejnymi poziomami sg rowne

AE = E(m) — E(m — 1) = —yhB,. (55)

5.2 Magnetyzacja jadrowa

Mianem magnetyzacji okresla si¢ wypadkowy moment magnetyczny przypadajacy

na jednostke objetosci probki

_H 56
M—V. (56)

Probka paramagnetyka jadrowego umieszczona w polu magnetycznym By po pewnym
czasie osiggnie stan rownowagi, a obsadzenia poszczegdlnych poziomow energetycznych

beda opisane statystyka Boltzmanna, tzn.

(57)

NOme) = o7 e (‘ kaT )
gdzie kg jest stalg Boltzmanna. Stosunek obsadzen N-1i N+ stanéw m=-1/2 1 m=+1/2 jest
zatem rowny

N_ (E+1/2 - E—1/2> (58)

N_+ = exp kBT

Sktadowa magnetyzacji w kierunku osi z wynosi
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M; =Xp, = Z pz(m)N(m), (59)

a sktadowe poprzeczne usredniajg si¢ do zera.

Ostatecznie moment magnetyczny pochodzacy z czgsciowego uporzadkowania jagdrowych

momentéw w zewnetrznym polu magnetycznym jest rowny

252
y“h°BoN
r Y VBN _ (60)
M 3K, T II1+1)

Stalg proporcjonalnosci migdzy magnetyzacja (60) a polem By, czyli tzw. podatnos¢
magnetyczng, mozna zapisac jako

232
Y h“uoNy
w=—————I+1), 61
X 3k,r [dHD (61)

gdzie No=N/V.

5.3 Precesja Larmore’a i zjawisko MRJ

Po uwzglednieniu wzorow (46) oraz (49) zasade zachowania momentu pgdu %Z =

—

T mozna zapisac jako

d — — —_—
—M =yM X B,. (62)
dt Y 0

Przy przejsciu do uktadu odniesienia wirujgcego z predkoscig katowg @ predkos¢ punktu
w punkcie 7 transformuje si¢ w nastepujgcy sposob:

V=7, +®W XT, (63)
gdzie v, jest predkoscig tego punktu w uktadzie wirujacym. Przyjmujac, ze 7 = M ,
prawdziwe jest: v, = (i—l\f) oraz v = y1\7f X B_(;. Wstawiajac je do (63) otrzymuje si¢
a

wyrazenie na predko$¢ wektora magnetyzacji Mw wirujgcym uktadzie odniesienia

d — — —_— w

idyy M><<B +—). 64

dt 14 0 y 64)
Jezeli predkos¢ uktadu jest rowna @ = —yBy = @y, to wektor M jest w nim nieruchomy

(=)
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Jezeli probka zostanie umieszczona w polu skladajagcym si¢ ze stalego pola
o indukcji By oraz wirujacego z predkoscia @, pola BT to w uktadzie wirujacym spiny

odczuja dziatanie pola efektywnego rownego

—

P — — w —_—
Bss =By + 7e + B,. (65)
Wokot tego pola zachodzi¢ bedzie precesja wektora magnetyzacji
dM o
We

Jezeli predkos$¢ w, spetnia warunek rezonansu, czyli

@, = —vBy (67)
to Berr = By 1 precesja odbywa si¢ wokot wektora pola E) Kat obrotu magnetyzacji
wzgledem jego kierunku (kat nutacji) mozna wyznaczy¢ z zaleznosci

B =y1By, (63)

gdzie T jest czasem dzialania pola B_l) (Hennel i Klinowski 2000).

5.4 Procesy relaksacyjne

Relaksacja nazywany jest powr6t uktadu do stanu rownowagi termodynamicznej po
jego wcezesniejszym z tej rtownowagi wytraceniu. W metodzie MRJ wzbudzenie ma postaé
impulsu wysokiej czestotliwosci, ktory obraca magnetyzacje probki wzgledem pola Bo. Po
jego zastosowaniu uktad przechodzi do wyzszego stanu energetycznego, natomiast po jego
wytaczeniu - powraca do sytuacji wyjsciowe;.

Jednak pole Bonie jest jedynym czynnikiem modyfikujacym energi¢ jadra - szereg
innych oddziatywan o innej naturze moze by¢ traktowany jako perturbacje¢ oddziatywania
zeemanowskiego. Pelny Hamiltonian jadra moze zosta¢ zapisany jako

H=H;+H +H + Hpp + H, (69)
gdzie kolejne wyrazy opisuja oddziatywanie Zeemana, hamiltonian oddziatywan
posrednich (sprzezenie spinowo-spinowo), hamiltonian przesuni¢gcia chemicznego
(izotropowe przesuni¢cie chemiczne oraz anizotropia przesuni¢cia chemicznego),
hamiltonian oddziatywan bezposrednich (sprzezenie dipol-dipol) oraz hamiltonian
oddziatywan kwadrupolowych. Najsilniejsze jest oddziatywanie zeemanowskie (=~ 10 Hz),

drugie w kolejnosci jest oddziatywanie kwadrupolowe (rzgdu kilku MHz). Energia
32



oddziatywan wynikajacych z przesunigcia chemicznego i sprz¢zenia dipolowego jest rzgdu

kHz, najstabsze za$ jest oddzialtywanie skalarne - jego wielko$¢ okresla si¢ na dziesiatki Hz.

5.4.1 Oddzialywanie dipolowe

Oddziatywanie dipolowe ma najwicksze znaczenie podczas protonowego NMR
z powodu duzego momentu magnetycznego jader 'H oraz wysokiej (zazwyczaj) zawartosci
protonow w badanych probkach. Kazde jadro posiadajace niezerowy spin wytwarza pole
magnetyczne odczuwalne w miejscu drugiego, energia oddziatywania takiego uktadu dipoli

jest rowna

(70)

—_ —>.7;> —>'7;>
EDDzﬂ(Ml w2 G D )>’

4\ 13 rd
gdzie: uy, i, - momenty magnetyczne oddziatujgcych jader, 7-wektor tgczacy dipole, 7 -

odlegto$¢ miedzy nimi.

H2 M2 H2
lfﬁz LFQ 5 Lfg = 5
7 7 7 T ' 7
Ilfl I/fl Il;l — — —
11 1 i
a = 180° a=10° a = 90° a = 90° a=0° a = 180°
B = 0° 8=0° 8 =0° 3 =90° G =90° £ =90°
9 = 180° 9 =0° J = 90° Y = 0° ¥ = 90° Y = 90°
9 |ﬁ77!!0f7‘ \ 9 \Exﬂkﬁzl 0 0 |42 17[:\3#72\ _ 1 17[:\3 i)

Rysunek 7 Energia oddziatywania dipoli magnetycznych oddalonych o odlegtos¢ » dla wybranych
orientacji wzglednych
Powyzsze rOwnanie moze przepisac¢ jako

ﬂ#lﬂz
4t 713

Epp = (cosa — 3 cos 5 cos V), (71)

gdzie a jest katem miedzy pi; a 15, B jest katem miedzy p; a 7, a § - katem miedzy u, a 7.
Rysunek 7 pokazuje zalezno$¢ wielkosci oddziatywania dipolowego od wzajemne;j
orientacji oddziatujacych dipoli dla szesciu szczegdlnych przypadkow.

Dla jader o spinie //2 tylko dwie orientacje sg dozwolone, wigc kat oo moze by¢

rowny tylko 0° lub 180°. Katy f 1  sa ze sobg zwigzane 1 mozna wyrazi¢ je przez kat 6
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miedzy 7 a Bo- Rysunek 8 przedstawia energie oddziatywania dipolowego dla dwdch takich
spindw, dla dowolnego kata 6. Wiedzac, ze
Wiz = myy;h, (72)

mozna nastgpujaco uprosci¢ wyrazenie na energi¢ oddzialywania dipolowego

Epp = Z—;Mil;zz (1 — 3cos?0) = m;m, Z—;% (1 —3cos?0) = 73)
= mymy,Jp,
gdzie wprowadzono oznaczenia
Jp = D(1 — 3 cos?0)
p=tolite, o
Amr 13

Parametr Jp opisuje zalezne od orientacji rozszczepienie dipolowe, a D jest niezalezng od

pola magnetycznego stala sprz¢zenia dipolowego.

Bo

a=0° a = 180° a = 180° a=0°
g=20 g=40 [ =180°—46 £ =180° -0
9 =90 9 =180° — 0 9 =40 9 = 180° — 9
el (1 —3eos2)  —llEl(1 _3cos?g) LAl _3cos?h)  LilEl(] _ 3c0s?p)

Rysunek 8 Energia oddziatywania dipoli magnetycznych u; i 1> odpowiadajacych jadrom o spinie
12

5.4.2 Oddzialywanie kwadrupolowe

W przypadku jader o spinie wigkszym niz //2 nalezy uwzgledni¢ w rozwazaniach
oddziatywanie kwadrupolowe wynikajace z niezerowego kwadrupolowego momentu
elektrycznego takich jader. Moment ten oddzialuje z gradientem pola elektrycznego
(Electric Field Gradient, EFG) wygenerowanym przez anizotropowy rozktad ladunku
w jadrze. Takie oddzialywanie momentu kwadrupolowego z EFG jest okre§lane mianem

sprzezenia kwadrupolowego, a jadra o spinie >1 - mianem jader kwadrupolowych.
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Gradient pola elektrycznego wywotany zewnetrznymi (wzglgdem jadra) fadunkami
mozna wyznaczy¢ przez pochodne potencjalu elektrycznego V' liczona w jadrze. Po
ustaleniu $rodka uktadu wspotrzednych w miejscu jadra mozna zapisac¢ te pochodne jako

0%V

= 75
Vi 67"]-6rk|0' (75)

gdzie {r;} = {x,y,x}. Korzystajac z tego, ze V= Vj;oraz z rbwnania Laplace’a

z Vii=0, (76)

mozna opisa¢ EFG jako rzeczywisty, symetryczny, bez§ladowy tensor 3 X 3. Taki tensor
moze zawsze zosta¢ zdiagonalizowany poprzez wtasciwy wybor osi, tzw. osi gtownych. Po
takim przeksztatceniu mozna zdefiniowaé

eq = VZZ (77)

Yy
y T

|4 |4 Vex =V,

N (78)
y xx zZ

Parametr # jest okreslany jako wspotczynnik asymetrii, e jest fadunkiem elementarnym,

a q jest tadunkiem jadra. Osie gtdéwne dobiera si¢ tak, by 0 <75 <1, a wigc by
Vel < [Vy] < Vol (79)

Klasycznie, energia oddzialywania jest rowna

1

wprowadzajac opis stanu jadrowego przez momenty p¢du mozna za$ zapisac (Suits 2006)

e?qQ

f%=zﬁgtjﬂy3_ﬂ+"05_@]:

(81)

12 —I?

2

e?qQ

=——— |3 -1* +
42— 1| 1

Dla jader o spinie 1 (naleza do nich ?H, °Li i *N) mozna wyznaczyé poziomy
energetyczne wynikajace z rozszczepienia kwadrupolowego:

2
EO = — § haqcc

Ei =3+ 77)haqccr

(82)

gdzie parametr
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e’qQ
Agec = 4 (83)

jest statg sprzgzenia kwadrupolowego.

5.4.3 Ruch wektora magnetyzacji

Ruchu wektora magnetyzacji M pod wptywem pola B_(; oraz B_{ jest ztozeniem ruchu
precesyjnego i relaksacyjnego, a jego analiz¢ umozliwia uktad rownan Blocha. Zmiang

magnetyzacji w czasie mozna zapisac jako

%?zw&)xM&}—MHM&)—MA, (84)

gdzie R jest macierzg rotacji

E
T,
1
R=|o = o 85
T (85)
0 0 —
T, |

a M, jest warto$cig réwnowagowa skladowej magnetyzacji wzdluz osi z. Wyraz
[R][M(t) — M, ] opisuje zanik magnetyzacji w ptaszczyznie xy i odrost sktadowej M-(¢) ze
stalymi czasowymi 711 7>.

Rozpisanie tego rownania na sktadowe daje
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Ruch wektora magnetyzacji b¢dzie wigc opisany zaleznoscia

_ - M,
AM{t) (M0, (6) — M, (D) (8)] — o
dt 2
de_yt(t) = [M, (D) w, (t) — My(DHw, ()] — M; ® (86)
2
dMZ(t) Mz - Moo
dt [My(t)wx(t) - Mx(t)wy(t)] - %
i 1
Zakladajac, ze pole magnetyczne jest statyczne, rOwnanie to upraszcza si¢ do
dM,.(t) -_M _ M, ()]
at y(t)wo TZ
dM,, (t) My ®)
——| = | Mx(Dwo —— (87)
dM,(t) [M,(t) — Mo,]
dt a T,



- t-
M..(0 t — M, (0) si t)e T2
M, () (M, (0) cos w, y(0) sinwyt)e T

My, (6) [ = | (M,,(0) cos wot — M,(0) sin wyt) e_% : (88)
M,(t)

t t
M,(0)e T + M., <1 — e_ﬁ>

5.4.4 Relaksacja podluzna

Powrot sktadowej M. do wartosci poczatkowej, czyli relaksacja podtuzna, bywa
okreslany jako relaksacja spin - sie¢, poniewaz jest wynikiem oddziatywania wzbudzonych
jader z otoczeniem. Energia oddziatywania spinow z polem By jest proporcjonalna do
sktadowej M.

E =—-M,B, (89)
dlatego relaksacja podluzna jest zwigzana z wymiang energii (energii kinetycznej
czasteczek w probce) miedzy ukladem spindw a otoczeniem. Parametrem
charakteryzujacym relaksacje spin-sie¢ jest czas T - czas relaksacji podtuznej, po ktérym

sktadowa M:; odrasta od 0 do 63% swojej rownowagowej wartosci.

5.4.5 Relaksacja poprzeczna

Po poddaniu probki dziataniu pola E’l L [?0 w warunkach rezonansu pojawi si¢

sktadowa poprzeczna magnetyzacji:
M,y = My + iM,. (90)

Zanik skladowej M., wektora magnetyzacji to relaksacja poprzeczna bedaca skutkiem
zaniku zgodnosci faz precesujacych jader poprzez przej$cia kwantowe miedzy spinami tego
samego rodzaju, stad inna nazwa - relaksacja spin-spin. Ogolna warto$¢ energii spinow
uktadu pozostaje jednak stata. Ruch sktadowej M., opisuje réwnanie:

dM M

XY — Xy 91
dt T,’ ©1)

gdzie 7> jest czasem relaksacji poprzecznej nazywanym tez czasem relaksacji spin-spin.
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magnetyzacja

(M;(O)+M;(1)"*

0 200 400 600 800 t[ms]

Rysunek 9 Zmiana poszczegdlnych sktadowych magnetyzacji w czasie oraz wykres My(My) dla T;
=600 ms, 7> = 100 ms

5.4.6 Czasy korelacji

Z czasami relaksacji 711 T> zwigzany jest czas korelacji 7., czyli czas, w ktorym
czasteczka zmieni swoje polozenie o 1 radian (w plaszczyznie) lub 1 steradian
(W przestrzeni).

Wynika to z faktu, ze ruch molekut indukuje zmiany rozktadu pol lokalnych, co z kolei
powoduje relaksacje. Czas korelacji jest wigc miarg ruchliwosci molekut - przy krotkim z.
molekuly poruszajg si¢ szybko (np. w cieczy), a przy dlugim - wolno (jak w ciele statym).

Zaleznos$ci czasow relaksacji od czasu korelacji dla pary réoznych spinéw opisuja
robwnania wyprowadzone na gruncie teorii Bloembergena-Purcella-Pounda (BPP)

(Bloembergen i in. 1948):

1 _ 1 (MO)Z ylz)/ZZhZ Tc + 37,
T, 10\4rm 6 \1+ (0, — w3)%12 1+ 4w?t?
6T
+ c
1+ (w; + w2)213>
(92)
1 1 2y2y2p? T 3t
1_ L mlrivint(, : p 3T
T, 20\4m roé 1+ (wy — wy)?%12 1+ 4wit?
67 6T
+ C2 + c
1+4w5t2 1+ (w1 + wy)?7?

gdzie r - odlegto$¢ pomigdzy oddziatujagcymi spinami. W przypadku pary jednakowych

Spindwy; =y, =Y, w1, = W, = W 1 pOWYZsze wzory upraszczajg si¢ do postaci:
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1 3 (,uo)z y4h2< T, 47, )

+
T, 10Mn/ r® \1+w?1?2 1+ 4w?t?
(93)
1 3 2y*p? 51 2T
_=_(ﬂ) Y <3Tc+ < 4+ < )
T, 20\n/ 7r® 1+ w?t?2 1+ 4w?t?
Jesli przyjmie sie, ze czas korelacji jest opisany relacja Arrheniusa, tzn.
E
T, = T exXp # 94)

gdzie 7, jest czynnikiem przedeksponencjalnym, E, - energia aktywacji rozumiang jako
minimalna ilo$¢ energii potrzebnej do pokonania bariery energetycznej dla rozpoczecia
danego procesu ruchu (o danej czestosci), a R — stalg gazowa, to zalezno$¢ czasow T; 1 T,
od odwrotnoéci temperatury ma ksztatt przedstawiony na Rys. 10. Krzywa T; (T 1) osigga

minimum dla wz. = 0.616, gdzie w odpowiada cz¢stosci pracy spektrometru.

Dla niskich temperatur (obszar po prawej stronie minimum) ruch obserwowane;j
molekuty jest wolniejszy od czestosci obserwacji wz. > 0.616, a wzor BPP dla szybkosci

relaksacji podtuznej mozna w przyblizeniu zapisa¢ jako:

1 3  up\2y*h? 2
R, == (Mo . (95)
7T T 10 (47'[) r® w?t,

Z drugiej strony, dla wysokich temperatur, gdy wz. < 0.616, ruch czasteczek jest szybki,
a szybko$¢ relaksacji mozna przyblizy¢ wzorem
1 3 (uo\2y*h?
Ry = =— ()T 25, (96)
17T, T 10 (4n) e Ve

W podobny sposdéb mozna przyblizy¢ szybko$¢ relaksacji poprzecznej w wysokich 1
niskich temperaturach odpowiednio jako

1 3(.’10)2@

R = == —
20T, 2\4n/  re fe ©7)
R, — 1 _ 3 (M0)2V4h2 <3 n 11 )
271 =20\ Tre Pt T 42 )
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Rysunek 10 Schematycznie przedstawiona zaleznos$¢ czasow 7;1 T> od odwrotnos$ci temperatury

5.4.7 Transfer polaryzacji miedzy jadrami 'H -'H

Na pograniczu mi¢dzy dwoma rezerwuarami jader rezonansowych (tu: protonow)
moze doj$¢ do zjawiska transferu (przeniesienia) magnetyzacji (polaryzacji). Ilekro¢ dwa
protony z roznych faz znajda si¢ blisko siebie, oddziatywanie dipolowe umozliwia wymiang
energii Zeemana mi¢dzy dwiema fazami. Efekt ten manifestuje si¢ jako dwueksponencjalna
relaksacja spin-sie¢ (Prantner 1 in. 2008).

W dalszych rozwazaniach uzyta zostanie tzw. zredukowana magnetyzacja
zdefiniowana jako:

M;(t) — Mie,

98
2M;, ©8)

m;(t) = —

gdzie M(t) oznacza magnetyzacj¢ podtuzng i-tej puli protonéw w chwili £, a M - jej warto$¢
réwnowagowa. W ukladzie dwufazowym zmiana magnetyzacji i-tych protonéw w czasie
bedzie wynikata z relaksacji podtuzne;j (o czasie T7; = 1/R;;) oraz przeniesienia polaryzacji
miedzy dwoma pulami protondow:

dmi

—r = = (Rumi(®©) = kemy(®) + kimy (©)), (99)

gdzie stala k; charakteryzuje predkos¢ przekazu polaryzacji z rezerwuaru i do rezerwuaru j

Rozwigzaniem jest funkcja dwueksponencjalna (Edzes 1 Samulski 1978)
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m;(t) = ¢ exp(—R*t) + ¢~ exp(—R"t), (100)

gdzie wprowadzono nastepujace wielkosci:

ZRi = Rli + le + ki + k] i \/(Rli - le + ki - k])z + 4klk y
(101)
¥

Ut (mu0) — my(0)) e

Szybkosci transferu polaryzacji sg bezposrednio zwigzane z zawarto$cig protondéw p

w kazdym z rezerwuarow:

gdzie spetniona jest zaleznos¢
b) 1.0 A T,=1s,m(0)=-1, T,=0.5s, m,(0)=I
a) ,ﬁﬁ k,=0
> k=R
% 0.5 . k=10R,,
Woda s k=0.IR,,
é kzlez
=~ 0.0
T2 E.
[ SIEC T
g £-0.5
=
-1.0

czas t [s]

Rysunek 11 a) Model transferu magnetyzacji mi¢gdzy dwoma rezerwuarami protonéw: ciala statego
i wody, b) Zmiana zredukowanej magnetyzacji w czasie w zaleznosci od szybkoS$ci transferu
magnetyzacji (wyrazonej wzgledem szybko$ci relaksacji podtuznej R;=1/T;;). Linie ciagle —
sktadowa 1, linie przerywane — sktadowa 2
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5.4.8 Transfer polaryzacji miedzy jadrami 'H - “N

W uktadzie ztozonym ze sprzezonych dipolowo jader o spinie S1= 121 5L > 1/2,
jakie znajduja si¢ w zewne¢trznym polu magnetycznym By, mozliwy jest transfer energii do

jader kwadrupolowych, a nastgpnie do sieci. Jadra takie moga wiec zapewni¢ dodatkowy

mechanizm relaksacji jader o spinie potowkowym.

Warunkiem do zaj$cia takiego zjawiska jest dopasowanie pola zewnetrznego tak, by
zrownaly si¢ ze sobg energia przej$cia zeemanowskiego jader /1 z energia przejscia miedzy
poziomami jader I> (patrz rdOwnanie (82)). Przejawia si¢ ono skrdceniem efektywnego czasu
relaksacji podtuznej i pojawieniem si¢ miniméw (tzw. dipéw kwadrupolowych) na
wykresie T1(B) (patrz Rys. 12) (Falinska 2008; Nolte 1 in. 2002). Potozenie tych minimow

zalezy bezposrednio od wiasciwosci jader kwadrupolowych: wspotczynnika asymetrii oraz

statej sprz¢zenia kwadrupolowego.

m=+1

_»/

E - m=+1/2
I T il m=0
B
L= R S
\
'r]: \\\\711‘1:-1 1721/2 =g m=-1/2
T a el
B B
+1/2 112
AE P D
0¢>+1
T\
i?f “.f;
K H
1i] f
| I
|
|
\# |
B

Rysunek 12 Schematycznie przedstawiony warunek na zajscie transferu polaryzacji miedzy jadrami

'H i "N przy n = 0 (na podstawie (Fujara i in. 1980))
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5.5 Obserwacja zjawiska MRJ

5.5.1 Wzbudzenie ukladu spinow i detekcja sygnalu

By méc zaobserwowacé rezonansowg absorpcje energii przez jadra atomowe nalezy,
zgodnie ze wzorem (55), dostarczy¢ im energi¢ yhB,, dzigki ktorej zmieni si¢ orientacja
momentu magnetycznego, a tym samym kierunek catej magnetyzacji. Rejestracja sygnatlu
MRIJ polega na obréceniu magnetyzacji na plaszczyzng, w ktorej znajduje si¢ cewka
odbiorcza (zgodnie z dotychczasowg konwencja bedzie to ptaszczyzna XY). Obracajaca si¢
w plaszczyznie detekcji magnetyzacja indukuje w cewce prad, ktory jest rejestrowany przez
uktad detekcyjny.

W technice impulsowego MRJ stosuje si¢ sekwencje impulsow o czestotliwosci
radiowej (7f), jakie wzbudzaja jadra, ktérych czestotliwo$¢ rezonansowa miesci si¢
w zakresie wyznaczonym przez transformat¢ Fouriera impulsu. W przypadku impulsu
prostokatnego o czasie trwania 7 transformata taka ma posta¢ funkcji sincus:

sin —T(w — wrf)
F(w) = FT(f(t)) x 2 (104)

(@—wr)
2

. . .. .. 1
Funkcja ta ma maksimum w w—m,r= 0 1 pierwsze miejsca ZErowe w w — s = t P Tylko

jadra o czestotliwo$ciach odpowiadajacych centrum rozktadu ulegng wzbudzeniu w sposob
efektywny, stad kluczowy jest odpowiedni dobdr dtugosci impulsu (patrz Rys. 13). Chcac
uzyska¢ rownomierne wzbudzenie catej szerokosci obserwowanego pasma nalezy skrocic¢
7, jednak w niektorych przypadkach celowym jest uzycie dlugiego czasu wzbudzenia tak,
by zadziatalo tylko na jadra odpowiadajace centralnym czestotliwosciom (tzw. wzbudzenie

selektywne).
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Rysunek 13 Zaleznos¢ ksztaltu profilu wzbudzenia od dtugosci impulsu 7f

Od amplitudy (=pierwiastka mocy) oraz dtugosci trwania impulsu zalezy tez kat, o jaki
obroci si¢ magnetyzacja (patrz wzor (68)). Chcac uzyskacé sygnal o najlepszym stosunku
S/N dobiera si¢ te parametry tak, by wektor magnetyzacji odwrocit si¢ o 90°, a wigc by
sktadowa poprzeczna magnetyzacji miala warto$¢ maksymalng (tzw. impuls 7/2).

W wyniku zjawiska relaksacji wektor magnetyzacji powraca do stanu rownowagi, jego
sktadowa M,, ulega zmniejszeniu, a indukowana w cewce sita elektromotoryczna maleje.
Sygnat ten, zawierajacy informacje¢ rezonansowg, nazywany jest sygnatem swobodnej
precesji (FID). Jego amplituda jest proporcjonalna do gestosci jader rezonansowych
w probce. W jednorodnym polu zanikatby on z czasem 73, ale wskutek niejednorodnosci
pola magnetyzacje w r6znych obszarach probki precesujg z r6zng czestoscia (tzw. zjawisko
rozwinigcia w wachlarz). Przez to FID zanika szybciej, ze stalg czasowa T, nazywang

efektywnym czasem relaksacji poprzecznej, powigzang z czasem relaksacji 7> relacja:

1 1 yAB
Sl o (105)
TZ

T, 2

gdzie czynnik ABy jest miarg niejednorodnosci pola.

5.5.2 Ksztalt linii rezonansowych w domenie cz¢stosci

Sygnat FID zawiera informacje rezonansowe w postaci funkcji napigcia od czasu
V' = f(t). Aby uzyskac¢ bardziej uzyteczne informacje rezonansowe konieczne jest poddanie
tegoz sygnatu transformacji Fouriera, w wyniku ktorej uzyskuje si¢ sygnat MRJ w postaci

zaleznosci napigcia od czgstosci:

F(w) =FT(f(t)) = f ) f(D)e 2motde, (106)
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Efektem jest krzywa rezonansowa o maksimum w czgsto$ci Larmore’a wo. Ze wzgledow
praktycznych w dalszej czgéci pracy poswigconej spektroskopii MRJ zamiast czgsto$ci

bedzie uzywana czestotliwosé f = 2nw.

W prébce w stanie ciektym przyczynki od oddzialywania dipolowego oraz
anizotropii przesuni¢cia chemicznego, a wiec i wartosci pol lokalnych, sa usredniane
w wyniku ruchéw czasteczkowych cieczy, co skutkuje waska, lorentzowska linig

rezonansoway:

At fi/2
m A(f = fo)2 + fln’

gdzie A" jest polem pod linig (proporcjonalnym do liczby jader rezonansowych), fix -

L(f) = 2 (107)

szeroko$cig potdéwkowa linii, a fo - potozeniem maksimum linii.

W przypadku ciala statego, gdy molekuty ruszajg si¢ znacznie wolniej niz w cieczy,
pola lokalne nie ulegaja usrednieniu i wzbudzenie wystepuje w szerszym zakresie czestosci.
Mozna rozwazy¢ szczeg6lny przypadek linii rezonansowej monokrysztalu zawierajgcego
odizolowane pary jader. Z postaci funkcji (73) wynika, ze widmo bedzie si¢
sktada¢ z dwoch linii rozdzielonych na odleglos¢ rzgdu D (stala sprzezenia dipolowego,
patrz réwnanie (74)), zalezng od orientacji krysztatu wzgledem pola zewnetrznego. Jesli
jednak mamy do czynienia z probka proszkowa, czyli gdy dozwolone sg wszystkie wartos$ci
kata 6, to widoczny jest tzw. dublet Pake’a (Pake 1948), czyli superpozycja wszystkich linii
potozonych w zakresie dozwolonym przez warto$ci wyrazenia (1—3cos?d). Widmo

przedstawiajace dublet Pake’a jest opisane funkcja

P(f):P1(f)+P2(f)

1
Pl(f)z '_a+f’ fE(—a,Za)

Pi(f)=0, f¢&(—a2a) (108)
P(f)=——, fe(-20a)

i

PZ(f) = 01 f€ (_Zara)-
Maksima w takim dublecie s rozszczepione na odlegtos¢ D w przypadku heteronuklearnym

lub na odlegtos¢ %D w przypadku homonuklearnym. W praktyce, wskutek oddziatywan

z innymi jadrami, obserwuje si¢ poszerzone dublety Pake’a, modelowane przez splot

funkcji (108) z funkcja Gaussa
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Py (f) = G(f) * P(f). (109)
W przypadku wielu probek krystalicznych lub w fazie szklistej sygnat FID pochodzacy od
matrycy stalej najlepiej opisuje tzw. funkcja Abragama (Abragam 1961) bedaca w domenie

czasu iloczynem funkcji Gaussa i sincus:

(110)

a?t?\ sin bt
2 bt

A(t) = Ay exp (—

Transformata Fouriera z funkcji Abragama jest splotem funkcji schodkowej o szerokos$ci

2In20

2bz funkcja Gaussa o wariancji o rownej 2a (f1, =

a’t?\ sin bt
FT(A(t))=FT<AOexp<— > ) m )

a’t? sin bt
= AoFT (exp| —— *FT< bt )zAOG(f)*H—b,b.

Funkcja Abragama byta z powodzeniem uzywana do opisu sygnatu MRJ w domenie czasu

) (Cowan 2005):

T

(111)

dla wielu uktadow biologicznych (Haranczyk i Kobierski 2012; Haranczyk, Pater, 1 in.
2012; Haranczyk i in. 2008; Melian-Flamand 2009). Najczesciej jednak do opisu linii

pochodzacej od protondw ciala statego wystarcza funkcja Gaussa:

G _2(f~fo)?In4
A4 T, (112)

f1/2v /2 ’

gdzie oznaczenia sg analogiczne, jak w przypadku funkcji Lorentza zdefiniowanej

G(f) =

rownaniem (107) (Haranczyk 2003; Derbyshire i in. 2004). Szeroko$¢ linii zalezy od
oddziatywan, jakim podlegaja obserwowane jadra rezonansowe; wszystkie oddziatywania
begdace mechanizmami relaksacji moga powodowa¢ dalsze poszerzenie linii. W przypadku
jader atomowych o spinie /2 (w tym w wodorze 'H) zasadniczy wptyw na szeroko$¢ linii

maja oddzialywania dipolowe.

46



b)

amplituda

amplituda
o
N2

= S / N :
2a -2b -b b 2b

czestotliwosic czestotliwosc

Rysunek 14 Ksztatty linii opisujace sygnat od protonow ciata statego: dublet Pake'a (a) oraz funkcja
Abragama (b)
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6 Materialy i metody

6.1 Preparatyka pokryw chrzaszczy
6.1.1 Przedmiot badan

Badania przeprowadzono na pokrywach trzech gatunkéw z podrzedu chrzaszczy
wielozernych  (Coleoptera: Coleoptera-Polyphaga), w tym dwdéch 2z rodziny

ryjkowcowatych (Curculionidae) oraz jednego z czarnuchowatych (Tenebrionidae).
Curculionidae

Donus comatus (Boheman in Schonherr, 1842) jest gatunkiem gorskim
zasiedlajagcym Alpy poludniowo-wschodnie, Sudety oraz Karpaty, po péinocnozachodnie
obszary Potwyspu Batkanskiego. W Polsce wystepuje na obszarach Karpat 1 Sudetow, az
po pietro alpejskie. Wystepuje gtownie w miejscach wilgotnych i cienistych, zwlaszcza na
pobrzezach ciekéw wodnych (Burakowski i in. 2000; Knutelski 2005). Zyje na réznych
ro§linach zielnych. Gatunek ten jest bardzo zmienny indywidualnie i geograficznie.
Pokrywy D. comatus sa regularnie owalne, na koncu nieco zaostrzone, ich konce stabo
rozchylone lub nie rozchylone w ogole (Smreczynski 1968). Ryjkowiec ten nie lata

(Knutelski 2005).

Liparus glabrirostris (Kuster, 1849b), rozpucz lepi¢znikowiec, jest najwigkszym
gatunkiem ryjkowcow w Europie. Swoim zasiggiem obejmuje gldwnie obszary gorskie i
podgorskie srodkowej czesci Europy, od Pirenejow i pdinocnych Wtoch po Siedmiogrod.
W Polsce zasiedla gtownie obszary wyzynne 1 gorskie, w tym okolice Ojcowa oraz
wyspowe stanowiska nizowe na pojezierzach (Sikora i in. 2015). Wystepuje przewaznie w
zaroslach przypotokowych z udzialem lepi¢znikéw (Petasites) w chlodnych i cienistych
siedliskach dolin rzecznych i potokéw (Burakowski i in. 2000; Knutelski 2005). Podobnie
jak poprzedni gatunek, nie lata i ma pokrywy owalne, gladkie, a ich podstawa jest nieco

szersza od nasady przedplecza, prosta lub lukowato wycigta (Smreczynski 1968).
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Rysunek 15 Skrocone drzewo filogenetyczne badanych gatunkoéw chrzaszezy

Tenebrionidae

Tenebrio molitor (Linnaeus, 1758), macznik mlynarek, jest gatunkiem
kosmopolitycznym. Zasiedla calg Europe, przy czym w poinocnej czesci zasiegu jest
synantropijny (zyje w srodowiskach antropogenicznych), zeruje na zapasach maki,
otrebéw, chleba i1 innych przetworow zbozowych. Czasem spotykany jest takze w
siedliskach naturalnych, przewaznie w murszu i pod odstajaca kora starych drzew
lisciastych, gdzie postaci dojrzale i larwy odzywiajg si¢ zmurszalym, przegrzybiatym
drewnem, maczka drzewnag powstata z zeru larw roznych owadow drewnozernych i
prochnozernych oraz ich ekskrementami i martwymi osobnikami (Burakowski i in. 2000).

Pokrywy tego gatunku sg dilugie, z wyraznymi rz¢dami wglebien tworzacych
punktowane linie. Rzedy te sa mniej lub bardziej sklepione z bardzo drobnymi

zmarszczkami 1 gesto rozmieszczonymi punktami (Stebnicka 1991).

6.1.2 Preparatyka

Oba gatunki ryjkowcow zostaly zebrane w warunkach naturalnych Karpat,
a T. monitor wyhodowano w Zaktadzie Entomologii UJ. Po u$pieniu osobnikoéw pokrywy
zostaly oddzielane od reszty ciata 1 izolowane w specjalnych, szklanych pojemnikach na

sucho do dalszych analiz.

6.2 Skaningowa mikroskopia elektronowa

Do badan przeznaczonych metoda skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM)

wysuszone pokrywy najpierw przetamano wzdluz, w poprzek i na ukos za pomocg pesety,
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zeby otrzymac jak najwigcej mozliwos$ci obserwacji. Nastgpnie przyklejono je do podtoza
tak, zeby dana pokrywa byta widoczna od strony zewnetrznej (grzbietowej), wewnetrznej
(brzusznej) oraz na przekroju poprzecznym, podtuznym i sko§nym. Tak przygotowane na
holderach materiaty byly napylane weglem i zlotem, po czym zostaly umieszczone
w mikroskopie skaningowym firmy JEOL 100 SX w Pracowni Mikroskopii Elektronowej
Transmisyjnej Zaktadu Biologii i Obrazowania Komorki w Instytucie Zoologii na Wydziale
Biologii 1 Nauk o Ziemi UJ. W dalszym etapie obserwowano pokrywy, stosujac rozne
powigkszenia i wykonywano zdj¢cia.

Mikrogramy zostaty zanalizowane przy pomocy programu ImageJ (Abramoff i in.

2004).

6.3 Badanie kinetyki hydratacji

W badaniach kinetyki hydratacji uwadniano z fazy gazowej probki pokryw
umieszczone w eksykatorach zawierajacych substancje, zmieniajace ci$nienie pary wodnej
nad ich powierzchnig. Wykorzystano roztwory niektorych soli oraz kwas fosforowy
(Tab. 1). Za wybranym sposobem uwadniania przemawia tatwo$¢ wytworzenia
i utrzymania atmosfery o zadanej wilgotnosci, niska cena uzywanych roztworéw oraz
niewielka wrazliwo$¢ na zmiany temperatury. Problemem mogto by¢ jedynie utrzymanie
wysokiej czysto$ci tych substancji, gdyz juz niewielki poziom zanieczyszczen mogh
spowodowac¢ zmian¢ wilgotnosci (Barbosa-Canovas i in. 2008).

Przyrosty masy okreslano poprzez wazenie probek na wadze elektronicznej o doktadnosci
10° g (RadWag) umieszczonej na podlozu antywibracyjnym. Uwodnienie wyrazano

w jednostkach suchej masy probki, mo:

Tabela 1 Substancje uzyte do hydratacji z fazy gazowe;j

P/po sktad p/po sktad
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0% zel krzemionkowy | 63% NH4NO;

9% H3POs - X HhO 76% Nax$:05 -5H>0
2

23% KC2H302 88% K2CO3

32% CaCly -6H>0 93% Na>xSO4 -10H20

44% K2COs 97% K280+

52% NaCr,07 2H>0 100% | H20

Sucha mas¢ mo wyznaczano po kilkudniowym wyprazaniu pokryw w 343 K,
przeprowadzanym na koncu serii pomiaréw. Uwodnienia probek powietrznie suchych oraz

suche masy probek uzytych w pomiarach zestawiono w Tabeli 2.

Tabela 2 Masy probek uzytych do pomiarow spektroskopii 'H-NMR

uwodnienie probki powietrznie | sucha masa
gatunek )
suchej, mps [Am/mo] mo [g]
L. glabrirostris 0.066 3446
D. comatus 0.081 2136
T. molitor 0.045 2217

6.4 Pomiary magnetycznego rezonansu jadrowego
6.4.1 Spektroskopia 'H MRJ

6.4.1.1. Aparatura

Badania MRJ w domenie czestotliwos$ci wykonywane byty na spektrometrze Bruker
Avance III 300 z serii Bruker Biospin, wyposazonym w: magnes nadprzewodzacy
o §rednicy otworu 89 mm (tzw. zestaw wide-bore), wytwarzajacy pole magnetyczne
oindukcji 7 T (co odpowiada czestotliwosci rezonansowej 'H 300 MHz), glowice
pomiarowe wysokiej mocy, stabilizator temperatury oraz komputer. Magnes

nadprzewodzacy umieszczony jest w ciektym helu oraz otoczony ptaszczem izolujacym,
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zawierajacym ciekty azot. Urzadzenie mozna podzieli¢ na cztery czg$ci: blok sterowania
akwizycja, przedwzmacniacz wysokiej wydajnosci, system wzmacniaczy oraz blok kontroli
magnesu.

Blok sterowania akwizycja sktada si¢ z czesci generujgce] impulsy RF
wykorzystywane do rezonansowego wzbudzania probek oraz z czgsci odbierajacej sygnat.
W systemie wzmacniaczy nastgpuje wzmocnienie generowanych w bloku sterowania
akwizycja sygnaldow. Przedwzmacniacz wzmacnia, anastgpnie filtruje sygnat
wygenerowany przez wzbudzong uprzednio probkg. Wzmacnia takze i1 filtruje impuls
wychodzacy z wzmacniaczy, ktéry transmituje dalej do cewki nadawczo-odbiorcze;.
System sterowania magnesu kontroluje warto$¢ pola magnetycznego Bo, odpowiada za jego
stabilizacj¢ oraz kompensuje niejednorodnosci.

Czas martwy spektrometru wynosit 6.5 us. Moc najczeéciej stosowanego,
Ltwardego” impulsu wynosita 400 W. Do ochtadzania probki dla pomiarow w funkcji
temperatury wykorzystano strumien par azotu gazowego odparowywanego z cieklego
azotu. Sterownik temperatury Eurotherm umozliwial odczyt temperatury w miejscu
czujnika z doktadnos$cig do 0.1 K; wahania temperatury w trakcie pomiaru nie przekraczaty

0.2 K. Wszystkie pomiary hydratacyjne przeprowadzono w temperaturze 293 K.

6.4.1.2. Przygotowanie materialu

Jedynie pokrywy T. molitor miescity si¢ w catosci w probowce NMR o $rednicy
S mm. Pokrywy D. comatus i L. glabrirostris musiano przetamac aby przeprowadzic¢
pomiary. Zostaty one przetamane wzdtuz na dwie lub wigcej w czgsci — w przypadku
L. glabrirostris. Uwadnianie materialu zachodzito w otwartych probowkach w eksykatorze
o wilgotnosci wzglednej 100% (patrz Tab. 1). W trakcie pomiaru probowki byty zaklejone

parafilmem w celu zminimalizowania efektu wysychania.

6.4.1.3. Sekwencje pomiarowe

Impuls 72 Widma NMR w funkcji uwodnienia otrzymano dzigki rejestracji FIDu po
pojedynczym impulsie 7/2. Czas trwania impulsu dla danej probki wyznaczono poprzez
znalezienie maksimum zalezno$ci amplitudy sygnatu od czasu trwania impulsu dla serii

pomiaréw o mocy impulsu rownej 400 W. Wyniost on 1.5 us dla pokryw L. glabrirostris
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12.1 us dla pokryw T. molitor i D. comatus. Czas repetycji (RT) wynosit 5 s, pojedynczy
pomiar byt $rednig 16 (w przypadku pomiaréw z uzyciem cieklego azotu) lub 32

akumulacji.

Sekwencja Carra-Purcella-Meibooma-Gilla Zanik sygnalu swobodnej precesji daje nam
bezposrednig informacje nt. efektywnego czasu relaksacji poprzecznej, tj. czasu T,. Do
wyznaczenia faktycznej wartosci czasu 72, bez wptywu niejednorodnos$ci pola na sygnal,
uzyto sekwencji Carra-Purcella-Meibooma-Gilla (CPMG). Sktada si¢ ona z impulsu 7/2
oraz serii ¢ impulséw 7 co czas 27. Zwigkszajac 1los¢ cykli zwigksza si¢ czas ewolucji
uktadu zgodnie ze wzorem

t=Qr+ty)c (114)

gdzie f#; jest czasem trwania impulsu 7. Zmniejszanie amplitudy generowanych ech
odpowiadajace zmniejszaniu si¢ sktadowej poprzecznej magnetyzacji jest opisane funkcja

eksponencjalng z czasem zaniku 7> (patrz rdwnanie (88)).

Sekwencja zaniku inwersji Sekwencja zaniku inwersji (ang. Inversion Recovery, IR) stuzy
do pomiaru czasu relaksacji 7. Polega na potraktowaniu jader kolejno impulsami 7 1 /2.
Pierwszy z nich odwraca magnetyzacje do wartosci —M.., drugi za§ obraca magnetyzacj¢
na plaszczyzng detekcji, xy.
Migdzy impulsami zachodzi relaksacja podtuzna. Warto$¢ sktadowej M. rejestrowanej
poprzez pomiar FID po impulsie 7/2 bedzie zaleze¢ od tego jak dlugo uktad bedzie mogt
swobodnie relaksowac (zgodnie z rownaniem (88)), a wigc bedzie zaleze¢ od odstepu czasu
T.

Czasy 7 dobierano logarytmicznie w zaleznos$ci od estymowanej wartosci 71 tak, by
najdtuzsza jego wartos¢ wynosita ok. 471, czas repetycji ustalano na okoto 577. Seria widm

byta usrednionym wynikiem 16 (w przypadku pomiardéw z uzyciem cieklego azotu) lub 32

akumulacji.
/2 T /2 /2 T
FID ’7 FID ’7 FID
RT RT RT
. T T
c cykli

Rysunek 16 Sekwencje pomiarowe uzyte w spektroskopii "H-NMR: impuls /2, sekwencja zaniku
inwersji oraz sekwencja CPMG. Na niebiesko zaznaczono parametr zmieniany w czasie pomiaru
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Sekwencja selektywnego wzbudzenia Sekwencja selektywnego wzbudzenia, zwana
potocznie sekwencja ,,soft-hard”, jest modyfikacja sekwencji zaniku inwersji, jaka
wykorzystuje dwa rodzaje impulséw: twarde (o duzej mocy, tu Py= 400 W) oraz migkkie
(impulsy o matej mocy). By uzyska¢ efekt odwrdocenia magnetyzacji za pomocg migkkiego
impulsu, nalezy dziata¢ nim na jadra odpowiednio dtuzej (patrz rownanie (68)). Jak opisano
to w podrozdziale 5.5.1, impuls ,,migkki” obraca tylko mobilne protony pochodzace od
cieczy. Doboru parametrow takiego impulsu dla kazdej probki dokonano po zmierzeniu
serii widm w funkcji mocy dla ustalonego, dlugiego czasu ¢, jaki selektywnie wzbudzat
tylko protony cieczowe. Ostatecznie dla pokryw D. comatus dobrano nastepujace parametry

migkkiego impulsu: Ps=0.15 W 1 t2=300 us.
6.4.2 Relaksometria FC-NMR

6.4.2.1. Aparatura

Pomiary FC-NMR (ang. Field Cycling - zmiennego pola magnetycznego)
przeprowadzono na relaksometrze SpinMaster 2000T firmy Stelar. Umozliwia on
wykonywanie pomiarow w funkcji pola Bo, w ktorym to polu przebiega relaksacja probki
(oznaczanego dalej jako B;). Pomiar catego profilu dyspersyjnego w zakresie
0.23-587 mT (co odpowiada zakresowi czestotliwosci larmorowskich dla protonow
0.01-25 MHz) jest podzielony na dwa etapy. Dla wysokich pdl Bo (> 283 mT) probka ulega
polaryzacji, a nastgpnie relaksuje w tym samym polu B, (sekwencja non-polarized, NP).
Dla nizszych pol konieczne jest wprowadzenie wczesniejszej polaryzacji przez czas tyol
w polu By, nastgpnie probka relaksuje w polu By (sekwencja pre-polarized, PP). W obu
przypadkach detekcji dokonuje si¢ w polu Bsr = 423 mT. Zmiana pola odbywa si¢

z szybkoscig 282 T/s, przez co najkrdtsze rejestrowalne czasy 71 sg rowne ok. 2-3 ms.
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Rysunek 17 Pola uzywane podczas pomiaru metodg FC-NMR

6.4.2.2. Przygotowanie materialu do pomiarow FC-NMR

Wszystkie badane pokrywy zmiescily si¢ w cato$ci do probowki NMR o $rednicy
1 cm. Pomiary zostaty przeprowadzone dla materialu powietrznie suchego, a wigc dla
poziomu uwodnienia réwnego Am/mo= 0.045, 0.066, 0.081 odpowiednio dla 7. molitor,
L glabrirostris 1 D. comatus. By zapewni¢ staly poziom uwodnienia probki, na czas

pomiaru probdéwki byly dodatkowo zabezpieczone parafilmem.

6.4.2.3. Sekwencja pomiarowa

Do wyznaczenia czasow relaksacji podtuznej zostat uzyty pojedynczy impuls 7/2,
ktérym dziatano w réznych odstgpach czasu od rozpoczgcia relaksacji w polu Bie.
Amplituda rejestrowanych FIDOw w funkcji czasu 7 pozwolita na wyznaczenie czasu 7}
zgodnie z rownaniem (88) (patrz Rys. 17). Czas repetycji RT dla wszystkich pomiarow
wynosit pigciokrotnos¢ czasu relaksacji podtuznej w najwyzszym polu (czyli w 587 mT).
Warto§¢ magnetyzacji w kazdym punkcie jest efektem usrednienia 128 pomiarow.

W sekwencji PP polaryzowano probke w polu 470 mT.

55



7 Wyniki

7.1 Mikrogramy SEM

W przypadku wszystkich badanych gatunkéw mikrografia elektronowa wykazata
istnienie struktury typu ,,sklejki o skreconych warstwach” w obrebie pokryw. Ponadto udato
si¢ wyrdzni¢ w strukturze pokrywy réznego rodzaju pory, szczeliny oraz mikrowtlosci
o blizej nieznanej funkcji. W szczegdtach budowa ta u poszczegdlnych gatunkow

przedstawia si¢ nastgpujaco.

Donus comatus
W zaleznosci od miejsca przetomu pokrywa D. comatus jest zbudowana z 10-30
skreconych wzgledem siebie warstw. Ich $rednia grubo$¢ wynosi 1.4 + 0.4 um (odczytu

dokonano z kilku niezaleznych uje¢, dla réznych warstw).

18 m 40 pm

Rysunek 18 Przekroje poprzeczne przez pokrywy D. comatus

Strona grzbietowa pokrywy jest pokryta mikrotuskami zgrupowanymi w rze¢dy
zorientowane od strony glowy do odwtoka. Wzdluz zaobserwowanych rzgdoéw znajdujg si¢
wglebienia ze szczelinami odpowiadajacymi wpukleniom po stronie brzusznej pokrywy.
Srednie odlegtosci migdzy rzedami wglebien wynosza ok. 280 um. Cze$é tusek wyglada

inaczej — s3 krotsze 1 tgpo zakonczone, zamiast stopniowo zwezaé si¢ ku koncowi
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(patrz Rys. 19) i sprawiaja wrazenie, jakby zostaty uszkodzone w trakcie zycia owada.

Dhugos¢ tusek ,,nieuszkodzonych” wynosi ok. (62 + 7) um, za$§ szerokos¢: ok. 6 um.
Strona brzuszna pokrywy nie jest jednorodna, lecz pokryta nierownomiernymi

skupiskami wytworow w ksztatcie kolcow o dtugosci ok. 7.5 um. Na powierzchni brzuszne;

zaobserwowano rzedy, juz wspomnianych, wpuklen z peknieciami na szczycie (Rys. 20).

y '-300.1im

\

y 18 um

Rysunek 20 Strona brzuszna pokryw D. comatus
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Liparus glabrirostris

Powierzchnia grzbietowa pokryw rozpucza lepigznikowca L. glabrirostris ma
zlozong fakture. Jest pokryta regularnymi nierdwnosciami, ze szczytu ktorych wyrastajg
kolcowate wytwory, za§ w wigkszym powigkszeniu uwidaczniajg si¢ na niej szesciokatne
kafelki z wglebieniem w $rodku (Rys. 22). Strona brzuszna pokryw jest regularnie pokryta
stozkowatymi kolcami (o dlugosci ok. 10 um i o $rednicy podstawy ok. 5 um). Przekroje
poprzeczne uwidaczniajg strukture helikalnie skrgconej sklejki. Grubos¢ pojedynczych
warstw sklejki zmienia si¢ od ok. 0.75 do 5.5 um, a kierunek mikrowtokien w kolejnych
warstwach zmienia si¢ 0 10-25° (patrz Rys. 21). Zmiana ta ma charakter przypadkowy, tzn.

nie zaobserwowano stopniowego wzrostu kata.

80 um

Rysunek 21 Przekroje poprzeczne przez pokrywe L. glabrirostris

58



80 pum - S 40 pm
e e — 3 e

Rysunek 22 Strona grzbietowa (z lewej) i brzuszna (z prawej) pokrywy L. glabrirostris

Tenebrio molitor

Pokrywy macznika miynarka, 7. molitor, sa wyraznie podtuznie zeberkowane.
Powierzchnia grzbietowa jest zbudowana z regularnych segmentow o ksztalcie
szeSciokatow o boku 3.5-5 pm. Dodatkowo, powierzchni¢ pokrywaja gesto, lecz
nieregularnie rozmieszczone okragle wglebienia z wlosowatymi wytworami w S$rodku
(patrz Rys. 23).

Strona brzuszna pokrywy jest w wigkszosci pokryta kolcowatymi mikrowtoskami
(podobnymi do opisanych u D. comatus). W centralnej cze$ci pokrywy znajduje si¢
wrzecionowate skupisko bardzo regularnych sptaszczonych kolcow o dlugosci ok. 10 um,
ktére stanowig mechanizm unieruchamiajacy ztozone pokrywy na tutowiu (Gorb 1998).

Podobnie, jak w przypadku pozostatych dwoch gatunkéw, przekroje poprzeczne
uwidaczniajg warstwowg budowa pokryw. W poréwnaniu z pokrywami pozostatych dwoch
gatunkéw warstwy te majg mniejszg grubos¢ (0.72 + 0.35 um; $Srednia odczytéw z kilku
zdje¢, z rdznych ujec). Kierunek mikrowtokien zmienia si¢ z kazda kolejng warstwa o ok.

30-35°.
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Rysunek 24 Przekroje poprzeczne przez pokrywe T. molitor
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180 pum

Rysunek 26 Mikrowtoski w centralnej czesci brzusznej strony pokryw 7. molitor
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7.2 Analiza izotermy sorpcyjnej

7.2.1 Konstrukcja izotermy sorpcyjnej

Wartosci nasyceniowe uwodnienia probki dla danej wartosci wilgotnosci wzgledne;
h wyznaczono przez dopasowanie funkcji bedacej sumg dwoch funkceji eksponencjalnych,
jakie opisuja sorpcje kolejnych frakcji wody:
Am(t) =%;mo=AO+A1 exp (—é>+A2 exp <—é> (115)
gdzie "; jest czasem uwodnienia danej sktadowej, 4o uwodnieniem poczatkowym (woda
nieusuwalna w 2 = 0), za$ A4; s przyrostami poziomu hydratacji dla danej wilgotnosci

otoczenia (patrz Rys. 27). Suma
Ch = Ay + 4, + 4, (116)
jest rownowagowym poziomem uwodnienia materialu i wykreslona w funkcji wilgotnosci

wzglednej / tworzy izotermg sorpcyjna.

£ [ D
é’ L
<
04+
Donus comatus
03
0.2 = - - =
B = g
0.1 S = ——
0.0 L !
0 50 100 t [h]
£ Lo)  Tenebrio molitor "
N o 9%
g o 23%
A 32%
v 44%
04 a4 52%
b 63%
0.3 o 76%
88%
o 93%
0.2 Bt
% 100%
0.1
0.0

Rysunek 27 Kinetyki hydratacji pokryw badanych chrzgszczy. Linie ciggle — dopasowanie funkcji
(115). Szczegodtowa analiza kinetyki hydratacji pokryw L. glabrirostris i D. comatus zostata
przedstawiona w pracy (Florek 2010)
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7.2.2 Porownanie modeli izoterm sorpcyjnych

Omowione w rozdziale 4.3 modele izoterm sorpcyjnych wyrazaja catkowita
objetos¢ zaadsorbowanej wody, jednak do analizy danych doswiadczalnych zostaly one
przetransformowane do funkcji opisujgcej przyrost masy probki (mierzony
grawimetrycznie) unormowany wzgledem suchej masy probki mo, wyznaczonej po
zakonczeniu pomiaréw. Zamiast parametru Viono, czyli objgtosci sorbatu pokrywajacego
monowarstwe, pojawia si¢ czynnik mmono/mo, gdzie mmono jest masg tejze monowarstwy.

Do danych uzyskanych z kinetyki hydratacji dopasowano cztery modele sorpcji
wielowarstwowej, a mianowicie trzy wersje modelu GAB, réznigce si¢ miedzy sobg
rozktadem ciepta sorpcji w obrebie wielowarstwy (patrz podrozdziat 4.3.4), oraz model
GDW (patrz podrozdziat 4.3.6). W dalszej czgsci pracy zostaly okreslone jako model
GAB1, GAB,, GAB3 1 model GDW:

GAB.: C. = m(t) —my _ Minono (C’kh) (117)
ok m my (1—kh)(1+ (¢’ —1)kh)’
CAB.:  C. = m(t) —mg _ Manono ch(1+h) (118)
S mg my (1 —h)((1—h)2+ch)
m(t) —my Mmono ch
GAB;: Cy = = , 119
3 h mg my (1—h)(1—clIn(1l—h)) (119)
m(t) —my Muyene Kh 1—k(1—w)h
GDW: C, = = 120
n m my 1+Kh 1—kh (120)

Wczesniejsze proby analizy procesu prowadzonej z fazy gazowej hydratacji pokryw
chrzaszczy za pomocg izotermy BET nie daly satysfakcjonujacych rezultatow (Florek 2010;

Haranczyk, Florek, i in. 2012), wigc nie testowano tego modelu.

Dopasowane do testowanych modeli sorpcji wielowarstwowej krzywe przedstawiono na
rys. 21-23, za$ parametry ich rownan w Tabeli 3. Wstepna analiza wykresow izoterm
doéwiadczalnych z dopasowaniami modeli oraz duze wartoéci parametru y° (patrz Tab. 3)
wskazuja, ze modele GAB z cieptem adsorpcji zmieniajacym si¢ w obrebie wielowarstwy
(czyli GAB: oraz GAB3) niezadowalajaco opisuja sorpcje wody na pokrywach, widoczne
to jest zwlaszcza dla wysokich wilgotnosci wzglednych. Warto jednak zauwazy¢, ze do

wilgotnosci 4 = 0.7 warto$ci przewidziane modelem GAB3 sg bardzo zblizone do tych z
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modelu GAB1. Masy wody wysycajacej monowarstwe w obu modelach sa, w granicach
niepewnosci pomiarowej, sobie rowne.

W przypadku modelu GDW rozszerzenie rGwnania izotermy o dodatkowy parametr
poprawia jako$¢ dopasowania, jednak przy tak matej liczbie danych doswiadczalnych moze
doj$¢ do przeuczenia modelu. By zweryfikowaé, czy model GDW jest istotnie lepszy od
trojparametrowych izoterm (dopasowanych modelem GAB), zastosowano kryterium
informacyjne Akaikego, ktore oceniajgc wiarygodno$¢ modelu ,,karze” go za nadmiarowe
parametry (Akaike 1992). Zgodnie z nim modelem opisujacym dane w najlepszy sposob

jest ten, dla ktorego najmniejsza jest wielko$¢ zdefiniowana jako:

n
AIC = —ZZInﬁ] +2q, (121)
J

gdzie T, to estymowane prawdopodobienstwo, przy zatozeniach danego modelu, uzyskania
doktadnie takiej wartosci obserwacji j, jaka rzeczywiscie byta uzyskana; g oznacza liczbe
parametrow tego modelu. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono w programie Originlab,
warto$ci parametru AIC przedstawiono w tabeli 4. Bezwzgledne warto$ci AIC nie niosg

informacji na temat jakosci dopasowania, dopiero wagi Akaikego okreslone wzorem

w; = exp(—0.5 - AAIC)/(1 + exp(—0.5 - AAIC)) (122)

gdzie AAIC jest roznicg miedzy wartosciami AIC dla porownywanych modeli, okreslaja

prawdopodobienstwo tego, ze jeden z dwdch pordéwnywanych modeli jest wiarygodniejszy.

Dla pokryw kazdego z gatunkéw najlepiej przyblizal dane do$wiadczalne inny
model. Dla L. glabrirostris - model GDW okazat si¢ by¢ 2587 razy bardziej prawdopodobny
niz model GABi, dla 7. molitor model GAB3; jest 6.5 raza bardziej prawdopodobny niz
model GDW, wreszcie dla D. comatus najtrafniejszym okazal si¢ by¢ model GABI,
poniewaz wydaje si¢, ze jest 23 razy bardziej wiarygodny niz model GDW). Kompletne

poréwnanie analizowanych modeli przedstawiono na Rys. 31.
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Rysunek 28 Izotermy sorpcyjne (118)-(121) oraz ich postaci wielomianowe dla D. comatus (linia

dla modelu GAB; pokrywa si¢ z linig dla modelu GDW)
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Rysunek 29 Izotermy sorpcyjne (118)-(121) oraz ich postaci wielomianowe dla L. glabrirostris

Tenebrio molitor
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Rysunek 30 Izotermy sorpcyjne (118)-(121) i ich postaci wielomianowe dla 7. molitor
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Tabela 3 Parametry dopasowan rownan izoterm sorpcyjnych (118)-(121)

D. comatus L. glabrirostris T. molitor
Parametr Wartos¢ x Warto$¢ Vs Warto$¢ Ve
Mmono/Mo 0.0484+0.0012 0.0352+0.0027 0.0494+0.0075
5 k 0.753+0.023 1.3 0.860+0.034 7.1 0.794+0.069 17.7
@)
c’ (5.2£2.8)-10% 1.33-10%%+3.37-10% (6.7£102)-10°
& Mmoo/ M0 0.0126+0.0097 (12.5+4.2)-1073 0.011120.0021
< 169 141 81
3 ¢ (5.224219)-10% (2.25+2610000)-10%* (2.17+1100)-10%
ﬁ Mimono/ M0 0.0479+0.0027 (40.1£2.6)-1073 0.0504+0.0031
= 10 16 13
O c (5.548.6)-10° (1.18+66)-107 (5.8466)-10°
Mmone/mo | 0.04852:0.0025 0.0517+0.0032 0.074+0.020
= K (5.123.2)-10% 33413 774660
& 1.4 1.3 8.9
O 0.760+0.087 0.9713+0.0048 0.9855+0.0062
W 0.970.37 0.240+0.047 0.179+0.068

Tabela 4 Wartosci parametréow AIC (Informacyjnego Kryterium Akaikego dla analizowanych

modeli izoterm

model D. comatus L. glabrirostris T. molitor
GAB; 13.3 33.8 44.7
GAB:; 68.4 66.2 59.6
GAB; 34.7 40.1 37.6
GDW 19.5 18.3 41.3
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Rysunek 31 Schematyczne przedstawienie wag Akaikego dla analizowanych modeli sorpcji
wielowarstwowej w pokrywach a) T. molitor, b) D. comatus, i ¢) L. glabrirostris. Strzatki wskazujg
lepszy z poréwnywanych parami modeli, warto$ci liczbowe oznaczajg stosunek wag Akaikego
danych modeli

Innym sposobem oceny stosowalno$ci danego modelu izotermy sorpcyjnej jest
przedstawienie danych jako zalezno$§¢ Cp/h w funkcji wilgotno$ci wzglednej 4. Dla

izotermy GAB; otrzymuje si¢ parabole

h
—=Ah? +Bh+C (123)
Ch
0 wspotczynnikach réwnych
Ao k
B Minono l _ 1)
my \c’
1
B =
Mimono (1 _ 2) (124)
my c’
- 1
mmono C/k
my

a w szczegolnym przypadku izotermy BET, czyli gdy k& = 1, otrzymuje si¢ parabole

o miejscu zerowym dla 4 = 1. Dla wielu materialéw biologicznych symetryczna izoterma
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paraboliczna bardzo dobrze opisuje sorpcj¢ wody (Haranczyk 2003; Haranczyk i in. 2008;
Haranczyk, Pater, 1 in. 2012), jednak w przypadku pokryw skrzydtowych zaleznos¢ h/Cy
wykazuje silng asymetri¢ prawostronng. Z tego powodu podwazona zostata stusznos$¢
dopasowania izotermy GAB2, ktora przeksztatcona do funkcji 4/Cy niezaleznie od warto$ci
parametru ¢ ma maksimum przesunig¢te w stron¢ niskich uwodnien (potozenie maksimum
funkcji A/Cy(h) dla ¢ > 0 zawiera si¢ w zakresie & € [0, —1 +V2)).

W przypadku przetransformowanej izotermy GAB; maksimum takiego rozkladu
wystepuje dla wilgotnosci wzglednych 4 € [0, (-1+e)/e], czyli do & = 0.63, co odpowiada
danym dos$wiadczalnym dla pokryw.

Roéwnie dobrze opisuje dane w postaci 4/Cj izoterma GDW, ktora dla niskich
warto§ci parametru w staje si¢ mocno asymetryczna i moze opisywac nietypowe
mechanizmy sorpcyjne.

Otrzymane wartosci masy wody wysycajagcej monowarstwe zalezg od modelu
1 mieszczg si¢ w zakresach 0.048-0.049, 0.035-0.052, 0.049-0.074, kolejno dla D. comatus,
L. glabrirostris 1 T. molitor. Masa takiej monowarstwy moze zosta¢ uzyta do wyznaczenia

powierzchni sorbentu dostepnej dla wody So:

1 m?
So = ENOA Minono [7] (125)

gdzie M; jest masg czasteczkowa wody (= 18), Ny liczba Avogadro, za§ A4 jest $rednig
powierzchnia zajmowana przez czasteczke wody (= 1.05-107" m?) (Ariahu i in. 2006). Dla
parametrow najlepiej dopasowanej izotermy otrzymano powierzchni¢ dostepng dla wody
rowng odpowiednio 170, 124 i 177 m?/g dla D. comatus, L. glabrirostris i T. molitor.
Wartosci te sg zblizone do tych otrzymanych dla innych heterogennych uktadow
biologicznych: dla silnie schitynizowanego ciata raka Procambarus clarkii powierzchnia
dostepna dla wody wynosi 118 m?/g (Ariahu i in. 2006), dla plechy grzyba
zlichanizowanego Ramalina terebrata — 131.4 m?/g (Haranczyk, Pater, i in. 2012), dla

ziaren komosy — 298 m%/g (Tolaba i in. 2004).
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7.3  Analiza ksztaltu linii 'H-NMR

Dla wszystkich przebadanych pokryw zaobserwowano kilka linii 'H-NMR w bardzo
niewielkim stopniu przesunig¢tych wzgledem siebie (rd6znica w potozeniach centréw linii nie
przekraczata 1 kHz). Mimo to wymiana mi¢dzy réznymi pulami protonéw jest na tyle
wolna, ze dla pokryw kazdego gatunku udalo si¢ wyodrgbni¢ co najmniej dwie linie.
Zmierzone widma 'H-NMR sa superpozycja szerszej (fi2 = 45 kHz) linii, o amplitudzie
wzglednie niezaleznej od poziomu uwodnienia materiatu, oraz wezszej, o szeroko$ci
potowkowej kilku kHz, jaka narasta wraz ze zwigkszajacym si¢ poziomem hydratacji

probki (patrz Rys. 32a-34a).

a) | 2 D. comatus b)
| = T=293K
| E] _
D. comatus l " ‘ = Am/m, = 0.065
T=293K T Amim, £
' 0.3
———— T
7550 25 6,025 5075 I P

Rysunek 32 a) Przykladowe widma '"H-NMR zmierzone dla pokryw D. comatus w funkcji poziomu
uwodnienia, b) Przyktad dekompozycji widma na sktadowe: funkcja Gaussa (linia r6zowa), funkcje
Lorentza (linia zielona oraz niebieska)

a V 5
) . . | “‘ .; L. glabrirostris b)
L. glabrirostris I - ©
T=293K il 5| T=23K
- i £  Am/m,=0.093
=
g
<
T T
Y T T T T T T T T T 7
750500425 f[l?Hz] 2530 -75 -50 25 0 25 50 f [kHz]

Rysunek 33 a) Przyktadowe widma '"H-NMR zmierzone dla pokryw L. glabrirostris w funkcji
poziomu uwodnienia, b) Przyktad dekompozycji widma na sktadowe: funkcja Gaussa (linia
r6zowa), funkcje Lorentza (linia zielona oraz niebieska)
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E .
a) T. molitor = T. molitor b)
T=293K 3 T=293K
Z| Awm=012
j=9
g
<
, 4=
A— — ”‘1\“
[ I T T T J
9] T T 4 T T T T T T T T
B0 g 75 50 25 0 25 50 f[kHz]

Rysunek 34 a) Przyktadowe widma "H-NMR zmierzone dla pokryw 7. molitor w funkcji poziomu
uwodnienia, b) Przyktad dekompozycji widma na sktadowe: funkcja Gaussa (linia r6zowa), funkcje
Lorentza (linie zielona oraz niebieska)

W niektorych przypadkach mozliwe bylo rozdzielenie tej drugiej na dwie jeszcze wezsze
linie przesunigte wzgledem siebie (patrz Rys. 34b-32b). Waskie linie zostaty
zinterpretowane jako sygnat pochodzacy od protonéw mobilnych, a wigc pochodzacy od
wody obecnej w uktadzie. Jak wspomniano w podrozdziale 5.5.2 linie takie sg najczesciej
modelowane przez funkcje Lorentza (107).

By okresli¢ najlepszy sposob opisu sygnatu pochodzacego od mniej mobilnych
protonéw dokonano dla najnizszych zmierzonych temperatur dopasowan szerokiej linii
funkcjg Gaussa (112), sumg dwoch poszerzonych dipolowo dubletow Pake’a (109) oraz
funkcjg Abragama (111). Na rysunkach ponizej przedstawiono poroOwnanie dopasowan
modeli teoretycznych. Dla wigkszej czytelno$ci wykresow nie rozdzielono sygnatu
cieczowego (funkcja Lorentza) sygnatu od fazy statej probki (funkcja Gaussa, Pake’a lub
Abragama). Poniewaz roznice migedzy dopasowanymi krzywymi sg stabo widoczne, do
kazdego zestawu danych dofgczono wykres z funkcjami rezydualnymi dopasowan, tzn.
réznica miedzy dopasowang krzywa a punktami doswiadczalnymi wyrazonymi
w procentach mierzonego sygnatu, ktore pozwalajg intuicyjnie oceni¢ rodzaj rozbieznosci
migdzy danym dopasowaniem a danymi.

Poréwnania jakos$ci dopasowania 1 ich parametry zostaly zebrane w Tab. 5 (nie
uwzgledniono w niej nieistotnych dla tej analizy polozen linii ani parametréw linii

cieczowej).

Parametr a w dublecie Pake’a, rowny polowie rozszczepienia linii (patrz Rys. 14),
jest proporcjonalny do statej sprzezenia dipolowego zdefiniowanej rownaniem (74), dzigki
czemu mozliwe jest wyznaczenie S$redniej odleglosci miedzy jadrami oddziatujagcymi
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dipolowo. Zakladajac, ze oddzialujace pary jader to proton-proton lub proton-wegiel,

obliczono odlegtosci ryy oraz rcy odpowiadajace dopasowanym do sygnatu od fazy statej
probek (patrz Tab. 6).

Biorac pod uwage wartosci wspotczynnika determinacji R? dopasowan uznano jednak, ze
do modelowania widma pochodzacego od matrycy statej w dalszej czeséci pracy wystarczy

funkcja Gaussa o szerokos$ci potowkowej rownej 40-55 kHz.

a)

é D. comatus Gauss

< Am/m = 0.077

=] 0 —— Abragam
£ T=228K Pake

=

£

<

-50 0 50 f[kHz] -50 0 50 f[kHz]

Rysunek 35 Poréwnanie modeli opisujacych sygnat 'H-NMR pochodzacy od fazy statej pokryw D.
comatus uwodnionych do Am/my= 0.077: a) model dopasowany do zmierzonego widma (model

uwzglednia funkcje Lorentza opisujaca sygnat od protondéw cieczowych) b) funkcja rezydualna
dopasowania

a)

é D. comatus Model:

3 Am/m = 0.145 Gauss

2 T=235K e Abl:agam
= Pake

o

g

[

-50 0 50 f[kHz] -50 0 50 f[kHz]

Rysunek 36 Porownanie modeli opisujacych sygnat '"H-NMR pochodzacy od fazy statej pokryw D.
comatus uwodnionych do Am/my= 0.145: a) model dopasowany do zmierzonego widma (model

uwzglednia funkcje Lorentza opisujaca sygnat od protondéw cieczowych) b) funkcja rezydualna
dopasowania
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oL glabrirostris
§ T=200K

= Am/m =0.078
[=%

g

Model:
Gauss

Pake

—— Abragam

-50

50 f[kHz]

80 0 50 f [kHz]

Rysunek 37 Poréwnanie modeli opisujgcych sygnat 'TH-NMR pochodzacy od fazy stalej pokryw L.
glabrirostris uwodnionych do Am/my=0.087: a) model dopasowany do zmierzonego widma (model
uwzglednia funkcje Lorentza opisujacg sygnat od protondéw cieczowych) b) funkcja rezydualna

dopasowania

a) b)
5 L. glabrirostris model: 40
S| T=230K Gauss

E Am/m=0.138 —— Abragam

i Pake 20
g

f (ampexp-ampmodel)/ampexp [%]

N
o

o

A
<)

50 f[kHz]

50 f[kHz]

Rysunek 38 Poréwnanie modeli opisujacych sygnal "H-NMR pochodzacy od fazy stalej pokryw L.
glabrirostris uwodnionych do Am/my=0.138: a) model dopasowany do zmierzonego widma (model
uwzglednia funkcje Lorentza opisujacg sygnat od protondéw cieczowych) b) funkcja rezydualna

dopasowania
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Am/m_=0.106
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Model:
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—— Abragam
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a
o
1
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(ampexp-ampmodel)/ampexp [%]
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Rysunek 39 Poréwnanie modeli opisujacych sygnat 'TH-NMR pochodzacy od fazy statej pokryw T.
molitor uwodnionych do Am/my= 0.106: a) model dopasowany do zmierzonego widma (model
uwzglednia funkcje Lorentza opisujaca sygnat od protondéw cieczowych; dopasowanie funkcja
Gaussa praktycznie pokrywa si¢ z dopasowaniem funkcja Abragama) b) funkcja rezydualna

dopasowania
a)
? T. molitor
E Am/m =0.18 G
g _ auss
= T=200K —— Abragam
="
g Pake
<

-50

0 50 f[kHz] -50

0 50 f[kHz]

Rysunek 40 Poréwnanie modeli opisujacych sygnal "TH-NMR pochodzacy od fazy statej pokryw 7.
molitor uwodnionych do Am/my = 0.18: a) model dopasowany do zmierzonego widma (model
uwzglednia funkcje Lorentza opisujaca sygnat od protondow cieczowych) b) funkcja rezydualna

dopasowania
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Tabela 5 Parametry dopasowan linii odpowiadajgcych protonom ciata statego

T Model: funkcja Gaussa Model: funkcja Abragama Model: dwa poszerzone dublety Pake’a
gatunek Am/mo [elzp fir Skorygowany a b Skorygowany ai 12 funkcji az f12 funkcji Skorygowany
[kHz] wspolczynnik R? [kHz] [kHz] | wspolczynnik R? [kHz] Gaussa [kHz] [kHz] Gaussa [kHz] wspOlczynnik R?
L. glabrirostris 0.087 200 51.199 0.9973 19.614 | 15.735 0.997 11.598 21.303 25.336 29.316 0.9948
L. glabrirostris 0.138 240 48.919 0.999 20.739 2.092 0.9990 14.770 26.867 34.659 63.810 0.9994
T. molitor 0.106 230 49.52 0.9963 17.772 18.039 0.9992 11.864 18.032 23.199 29.223 0.9983
T. molitor 0.18 223 54.16 0.9993 21.76 4.498 0.9991 14.779 27.973 24.599 56.963 0.9990
D. comatus 0.077 228 47.846 0.9993 15.554 | 21.587 0.9993 16.691 23.426 26.92 65.245 0.9990
D. comatus 0.145 235 45.929 0.9977 12.419 | 24.380 0.9983 54.338 22.293 19.053 22.700 0.9976

Tabela 6 Odlegtosci rux oraz rcy odpowiadajace dopasowanemu parametrowi rozszczepienia dubletu Pake’a

Am/mo | T[K] ar[kHz] | run[A] | reu[A] | a2[kHz] | run[A] | rcu[A]
L. glabrirostris | 0.087 200 11.598 1.98 1.09 25.336 1.53 0.84
L. glabrirostris | 0.138 240 14.770 1.83 1.00 34.659 1.37 0.76
T. molitor 0.106 230 11.864 1.96 1.08 23.199 1.57 0.86
T. molitor 0.18 223 14.779 1.83 1.00 24.599 1.54 0.85
D. comatus 0.077 228 16.691 1.75 0.97 26.92 1.50 0.82
D. comatus 0.145 235 54.338 1.18 0.65 19.053 1.68 0.92




7.4 ZaleznoS$ci hydratacyjne widm "H-NMR dla pokryw
Donus comatus, Liparus glabrirostris oraz Tenebrio
molitor

Do widm 'H-NMR dla pokryw D. comatus, L. glabrirostris oraz T. molitor,
zarejestrowanych po impulsie n/2 dopasowano sume¢ funkcji Gaussa oraz jednej lub dwodch
funkcji Lorentza. Amplituda sygnatu FID, a wiec 1 pole pod linia w domenie czestotliwosci,
jest proporcjonalne do liczby protondéw rezonansowych (patrz réwnanie (61)). Dokonano
analizy pol linii sktadowych widm zmierzonych w funkcji poziomu uwodnienia Am/mg oraz
temperatury. Pole pod liniami cieczowymi wyrazono w jednostkach pola pod linig ciala statego

AL /45,

wn
g Donus cLomaStus
< ® A /A
® AA
L, AL\ xS
® (A 1+A 2)/A
1.0 ——y=axsb
a=4.355+/-0.063
b=0.065 +/-0.012
0.5+
X
0.0

T T T T T T T T T T T
0.00 0.05 0.10 0.15 020 025 Am/m,
Rysunek 41 Zalezno$¢ sygnatu od protondéw mobilnych w widmie 'H-NMR dla pokryw D. comatus
wyrazony w jednostkach pola pod sygnalem pochodzacym od sktadowej statej widma, 4“/45, a
przedstawiony w funkcji poziomu hydratacji probki. Zielonymi kropkami oznaczono udzial sygnatu od
sktadowej Li, 4%1/4°, niebieskimi od sktadowej L,, A"»/4% wreszcie czerwonymi sumaryczny sygnal
cieczowy

Wraz ze wzrostem poziomu uwodnienia dla pokryw od wszystkich trzech gatunkow
chrzaszczy stosunek sumarycznego sygnatu pochodzacego od frakcji cieczowej do sygnatu
pochodzacego od frakcji ciala statego A/45 wzrasta liniowo. Dla niskich pozioméw
uwodnienia probki mozliwe bylo wyodrgbnienie dwoch linii cieczowych, co mozna
zinterpretowac jako sygnaly od wody $cisle i od wody luzno zwigzanej do powierzchni

praktycznie stata podczas uwadniania probki, narasta za to sygnal od wody luzno zwigzane;.
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Powyzej granicznego poziomu uwodnienia wyodrgbnienie sygnatu pochodzacego od wody
SciSle zwigzanej staje si¢ niemozliwe z powoddw numerycznych, widoczna jest jedna
usredniona linia lorentzowska, w ktorej dominuje sygnal od wody luzno zwigzanej. Dla
pokryw D. comatus, L. glabrirostris, T. molitor ta warto$¢ graniczna uwodnienia wynosi
odpowiednio ok. 0.08, 0.11 1 0.125. Udzial frakcji cieczowej w catkowitym sygnale zmienia

si¢ zgodnie z rbwnaniem
L L
L

Wspotezynnik kierunkowy takiej prostej wynosi dla pokryw D. comatus, L. glabrirostris
i T. molitor odpowiednio 4.355, 4.04 oraz 11.78. Obecno$¢ substancji paramagnetycznych
w pokrywach uniemozliwia powigzanie parametru k z gestosciami protonowymi; istotna
roznica w nachyleniu prostych dla ré6znych gatunkow wynika najprawdopodobniej z roznego
ostabienia sygnalu od ciata stalego wynikajacego z roznej zawarto$ci paramagnetykow
(Haranczyk i in. 2015). Parametr wolny prostej, A0 /AS | a wigc wartos¢ AL /AS dla Am/mo=
0, przyjmuje wartosci 0.065, -0.022, -0.186 odpowiednio dla D. comatus, L. glabrirostris i
T. molitor. Dodatnia warto$¢ tego parametru wskazuje na obecnos¢ niewielkiej ilosci wody
zaputapkowanej w pokrywach D. comatus. Ujemny wspotczynnik kierunkowy sugeruje zas,
ze we wstgpnych fazach hydratacji pokryw L. glabrirostris 1 T. molitor woda zostaje

zaadsorbowana do powierzchni na tyle mocno, zZe nie manifestuje si¢ w pomiarach widm NMR

jako waska sktadowa cieczowa.

[75]
<\C - Liparus glabrirostris
'_‘< [ AI;/AS [}
e AN
L, ALy/AS
0.6r e (AFA)A
y = ax+b
a=4.04+/-0.14
b=-0.022 +/-0.018
0.4r
L @
0.2 "
)
o o o*”

OO . 1 1 R R 1 R
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 Am/m

Rysunek 42 Zalezno$¢ sygnatu od protondéw mobilnych w widmie "H-NMR dla pokryw L. glabrirostris
wyrazony w jednostkach pola pod sygnatem pochodzacym od sktadowej statej widma, 4%/45, a
przedstawiony w funkcji poziomu hydratacji probki. Zielonymi kropkami oznaczono udzial sygnatu od
sktadowej Li, 4%1/4°, niebieskimi od sktadowej L,, A"»/4%, wreszcie czerwonymi sumaryczny sygnal
cieczowy
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m§ | Tenebrio molitor o
“<: o AJA
o AN
° (AFA)/AY
L5r y = axtb
a=11.78 +/- 0.50
=-0.186 +/- 0.066
1.0}
0.5r
s °*
e ©
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Rysunek 43 Zalezno$¢ sygnatu od protondéw mobilnych w widmie 'H-NMR dla pokryw 7. molitor
wyrazony w jednostkach pola pod sygnalem pochodzacym od sktadowej statej widma, 4“/45, a
przedstawiony w funkcji poziomu hydratacji probki. Zielonymi kropkami oznaczono udziat sygnatu od
sktadowej Li, 4%1/4°, niebieskimi od sktadowej L, 4*/4%, wreszcie czerwonymi sumaryczny sygnat
cieczowy

Z transformacji Fouriera, jaka umozliwia przejécie z domeny czasu do domeny
czestotliwoscei, wynika zwigzek miedzy szerokoscig linii (zaréwno opisanej funkcja Gaussa,
jak 1 Lorentza), a czasem relaksacji poprzecznej. Zmierzona szeroko$¢ potowkowa linii
odpowiada jednak nie rzeczywistemu czasowi T,, lecz efektywnemu czasowi T, , krotszemu
od T, (co wynika m. in. ze wspomnianego zjawiska ,,rozwini¢cia magnetyzacji w wachlarz”):

4In(2) _ 2,/In(2)
0)1/2 B T[fl/z

Ty =
(126)
2 1

K/z = T[fl/z .

* —
TZL -

Szerokosci potéwkowe linii pochodzacej od ciata stalego dla wszystkich trzech
gatunkOw zmieniajg si¢ w bardzo niewielkim stopniu zar6wno przy zmianie poziomu
uwodnienia, jak temperatury pokryw i1 wynosza ok. 40-50 kHz, co odpowiada czasowi
relaksacji 7>"~10 ps. Szerokosci linii Lorentza opisujacych frakcje cieczowe zawieraly sic
w zakresie 0.7-10 kHz i1 byty silnie zalezne od temperatury; dolna granica jest bliska naturalne;j
szerokosci linii dla spektrometru By, jaka wynika z niejednorodno$ci pola magnetycznego

o indukcji By.
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D. comatus

Dla niskich pozioméw uwodnienia materialu mozliwe bylo rozroéznienie sygnatu od
wody $cisle 1 luzno zwigzanej do powierzchni matrycy stalej. Pierwsza z nich dawata waska
lini¢ o szerokos$ci potoéwkowej ok. 1.5 kHz, podczas gdy woda luzno zwigzana manifestowata
si¢ jako dwukrotnie szersza linia. Powyzej poziomu uwodnienia Am/m= 0.08 wyodrebnienie
sygnatu pochodzacego od wody S$cisle zwigzanej staje si¢ niemozliwe z powodow
numerycznych, widoczna byla tylko jedna linia, ktéra stopniowo zwezala si¢ z hydratacja
pokryw od poziomu 2.2 kHz do 1.2 kHz (patrz Rys. 44).
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Rysunek 44 Zaleznos¢ hydratacyjna szerokosci potdéwkowych linii Gaussa () oraz Lorentza (¢,) dla
pokryw D. comatus. Puste punkty odpowiadaja skali po prawej stronie i oznaczaja czasy T»
wyznaczone z rownan (126)

L. glabrirostris

Dla pozioméw uwodnienia pokryw ponizej 4m/mo= 0.1 mozliwe bylo rozréznienie
sygnatu od wody $cisle 1 luzno zwigzanej do powierzchni matrycy statej. Pierwsza z nich
dawata waska lini¢ o szerokosci potowkowej w zakresie 0.9-2 kHz, podczas gdy woda luzno
zwigzana dawala lini¢ o szerokosci 2-5.3 kHz. Powyzej poziomu uwodnienia Am/mgp= 0.1

widoczna byta tylko jedna linia, ktora stopniowo zwezata si¢ z hydratacja pokryw od poziomu
2.5kHz do 1.2 kHz.
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Rysunek 45 Zaleznos¢ hydratacyjna szerokosci potdwkowych linii Gaussa (=) oraz Lorentza (¢,) dla
pokryw L. glabrirostris. Puste punkty odpowiadaja skali po prawej stronie i oznaczaja czasy 7>

wyznaczone z réwnan (126)

T. molitor

Dla poziomdéw uwodnienia pokryw ponizej Am/mo= 0.125 mozliwe byto rozrdznienie

sygnatu od wody $cisle i luzno zwigzanej do powierzchni matrycy statej. Pierwsza z nich

dawata waska lini¢ o szerokosci potowkowej w zakresie 0.7-1 kHz, podczas gdy woda luzno

zwigzana dawata lini¢ o szerokosci 1.5-2.5 kHz. Powyzej poziomu uwodnienia Am/mo= 0.125

widoczna byta tylko jedna linia o szerokosci ok. 2.5 kHz.
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Rysunek 46 Zaleznos¢ hydratacyjna szerokosci potdwkowych linii Gaussa (=) oraz Lorentza (¢,) dla
pokryw T. molitor. Puste punkty odpowiadaja skali po prawej stronie i 0znaczajg czasy T>* wyznaczone

z rownan (126)
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7.5 Pomiary zalezno$ci temperaturowych widm 'H-NMR
dla pokryw Donus comatus, Liparus glabrirostris oraz
Tenebrio molitor

Dla pokryw o dwoch réznych poziomach uwodnienia zmierzono widma 'H-NMR
w funkcji temperatury, w celu analizy zachowania wody zwiazanej wewnatrz pokrywy. Cykl
pomiarowy rozpoczynano w temperaturze pokojowej, a nastgpnie probke ochtadzano do okoto
220 K. Amplituda oraz pole pod waska sktadowa linia, ktérg mozna powigzac ze sktadowsg
cieczowg probki spadaly wraz z malejaca temperaturg. Sygnat cieczowy nie zanikal jednak
w temperaturze rownowagowego zamarzania wody, w 273 K, natomiast dla wszystkich probek
byl on mozliwy do zaobserwowania nawet w temperaturach ok. 240 K. Nie wykazano
skokowej zmiany stosunku 4%/45, co sugeruje, ze przechtodzona woda zawarta w matrycy
stalej pokrywy wraz z obnizang temperaturg stopniowo stawala si¢ coraz mniej mobilna, lecz
nie ulegla procesowi kooperatywnego zamarzania, formowania krystalitu lodu. Podobnie
zachowywala si¢ woda zwigzana w matrycy statej pokryw wszystkich trzech badanych

gatunkow chrzgszczy.

Donus comatus

Dla pokryw D. comatus o niskim poziomie uwodnienia (Am/mo = 0.077) widma 'H-
NMR w calym zakresie badanych temperatur mozna byto skutecznie przybliza¢ jako zlozenia
jednej linii gaussowskiej i jednej linii lorentzowskiej. Sygnat pochodzacy od protonéw
mobilnych przestat by¢ widoczny w ok. 230 K. Dla temperatur nizszych, widmo
dopasowywano jedynie funkcja Gaussa. Dla pokryw D. comatus o poziomie uwodnienia
dwukrotnie wyzszym (Am/mo = 0.145) sygnat od protonéw mobilnych przestano rejestrowaé
w zblizonej temperaturze (ok. 225 K).

Dla hydratacji na poziomie Am/my = 0.077 szeroko$¢ potowkowa dopasowanej linii
Lorentza zmniejszala si¢ z malejaca temperaturg w sposob ciagly od wartosci 2.5 do 9 kHz, co
zgodnie z wzorem (126) przektada sic na zmiane czasu 7>" od 130 pus w temperaturze
pokojowej do 35 us w 235 K. Dla dwukrotnie wyzszego poziomu uwodnienia pokryw linia
cieczowa byla widoczna jeszcze w 230 K i podczas ochladzania poszerzata si¢ od 2.2 do
13 kHz. Odpowiada to znacznemu przyspieszeniu efektywnej relaksacji poprzecznej — czas 7>

skrocit si¢ z wartosci 141 do 24 ps.
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Szerokos¢ potéwkowa linii Gaussa opisujacej sygnat pochodzacy od ciala stalego
zmienia si¢ z malejagcg temperaturg od 44 do 49 kHz dla pokryw o nizszym poziomie
uwodnieniaiod 47 do 51 kHz dla wyzszej hydratacji materiatu. Odpowiada to skroceniu czasu

T>" odpowiednio z 12 do 10.5 oraz z 11 do 10 ps.
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Rysunek 47 Zalezno$¢ temperaturowa widm 'H-NMR dla pokryw D. comatus uwodnionych do Am/my
= 0.077: a) zarejestrowane widma b) stosunek sygnatu pochodzacego od protonow cieczy do sygnatu
pochodzacego od protonéw ciata statego 4-/4°
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Rysunek 48 Zalezno$¢ temperaturowa widm 'H-NMR dla pokryw D. comatus uwodnionych do Am/my
= 0.145: a) zarejestrowane widma b) stosunek sygnatu pochodzacego od protondow cieczy do sygnatu
pochodzacego od protonéw ciata statego 4%/4°
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Rysunek 49 Zaleznos$¢ temperaturowa szerokosci potowkowych linii Gaussa (=) oraz Lorentza (°) dla

pokryw D. comatus. Puste punkty odpowiadaja skali po prawej stronie i oznaczajg czasy T,
wyznaczone z réwnan (126)

Liparus glabrirostris

Dla pokryw gatunku L. glabrirostris o niskim poziomie uwodnienia (Am/mgo = 0.087)
widma 'H-NMR zostaty przedstawione jako superpozycje jednej linii gaussowskiej i jednej
linii lorentzowskiej. Szeroko$¢ potdéwkowa dopasowanej linii Lorentza zmniejszata si¢
z malejaca temperaturg w sposob ciagty od wartosci 2.5 do 9 kHz, co zgodnie ze wzorem (126)
przektada si¢ na zmiang czasu T, od 130 us w temperaturze pokojowej do 35 pus w 235 K.
Sygnat pochodzacy od cieczy przestat by¢ widoczny w temperaturze okoto 235 K, ponizej zas
tej temperatury w widmie udato si¢ wyodrebni¢ jedynie pojedyncza funkcje Gaussa. Dla
dwukrotnie bardziej uwodnionego materialu (Am/my = 0.138) sygnatl od wody stal si¢
nierejestrowalny w nieco wyzszej temperaturze (ok. 240 K). Linia cieczowa zwezata si¢ od
wartosci 1.9 kHz do 8 kHz (co odpowiada zmianie czasu 7>" od 163 do 39 ps).

Linia Gaussa dopasowana do sygnatu pochodzacego od ciata statego zmieniata si¢

w zakresie od 42 do 50 kHz, co oznacza, ze czas T, mial warto$¢ 12-10 ps.
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Rysunek 50 Zalezno$¢ temperaturowa widm "H-NMR dla pokryw L. glabrirostris uwodnionych do
Am/my= 0.087: a) zarejestrowane widma b) stosunek sygnatu pochodzacego od protonow cieczy do
sygnahu pochodzacego od protonow ciata statego A%/4°
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Rysunek 51 Zalezno$¢ temperaturowa widm "H-NMR dla pokryw L. glabrirostris uwodnionych do
Am/my= 0.138: a) zarejestrowane widma b) Stosunek sygnatu pochodzacego od protondéw cieczy do
sygnahu pochodzacego od protonow ciata statego A%/4°
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Rysunek 52 Zaleznos$¢ temperaturowa szerokosci potowkowych linii Gaussa (*) oraz Lorentza (¢) dla

pokryw L. glabrirostris. Puste punkty odpowiadaja skali po prawej stronie i oznaczajg czasy T,
wyznaczone z rownan (126)
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Tenebrio molitor

Zaleznosci temperaturowe widm 'H-NMR dla pokryw czarnuchowatego T. molitor
pokazaly inny obraz niz zaobserwowany opisanych wcze$niej gatunkach Curculionidae. Otoz,
w pokrywach gatunku 7. molitor uwodnionych do poziomu Am/mp = 0.106 wyodrebniono
dwie frakcje bardziej mobilnych protondéw. Ich linie dopasowano funkcjami Lorentza
o szerokosciach potowkowych w zakresach 0.7-2.4 kHz i 1.9-9 kHz. Odpowiada to zmianie
czasu T>" od 460 i 170 ps w temperaturze pokojowej do 130 i 35 us w 235 K. Linie te moga
charakteryzowac frakcje wody $ci§le zwigzanej, L;, oraz frakcje¢ wody luzno zwigzanej, Lo,
roznigce si¢ odlegloscia od powierzchni tkanki pokrywy. Moze jednak wynikac to tez
z obecno$ci w matrycy statej pokrywy kawern o wigkszych oraz o mniejszych rozmiarach,

kazda zawierajaca obie frakcje wody zwigzanej, lecz w roznej proporcji.

Dla poziomu uwodnienia Am/mp = 0.18 pokryw widoczna byta tylko jedna linia
cieczowa, jaka zwezala sie od wartosci 2 kHz do 10 kHz (co odpowiada zmianie czasu 7> od
153 do 32 ps). Linia Gaussa dopasowana do sygnatu pochodzacego od ciata statego zmieniata

si¢ w zakresie od 48 do 53 kHz, co oznacza, ze efektywny czas relaksacji poprzecznej wynosit
10-11 ps.
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Rysunek 53 Zalezno$¢ temperaturowa widm 'H-NMR dla pokryw T. molitor uwodnionych do Am/my
= 0.106: a) zarejestrowane widma b) Stosunek sygnatu pochodzacego od protonow cieczy do sygnatu
pochodzacego od protonéw ciata statego 4%/4°
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Rysunek 54 Zalezno$¢ temperaturowa widm 'H-NMR dla pokryw T. molitor uwodnionych do Am/my
= (.18: a) zarejestrowane widma b) Stosunek sygnatu pochodzgcego od protonow cieczy do sygnatu
pochodzacego od protondw ciala statego 4%/4°
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Rysunek 55 Zalezno$¢ temperaturowa szerokosci potdowkowych linii Gaussa () oraz Lorentza (,°,°)
dla pokryw T. molitor. Puste punkty odpowiadaja skali po prawej stronie i oznaczaja czasy T,
wyznaczone z rownan (126)
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7.6  Pomiary spektroskopii relaksacyjnej "H-NMR dla
pokryw Donus comatus, Liparus glabrirostris oraz Tenebrio

molitor

7.6.1 Czas relaksacji podluznej 7;

Przeprowadzony za pomoca sekwencji IR eksperyment spektroskopii relaksacyjnej dla
pokryw D. comatus, L. glabrirostris oraz T. molitor , pozwolil wyznaczy¢ niezaleznie wartosci
czasow relaksacji T; dla kazdej z linii widma 'H-NMR. Podobnie jak w poprzednich
rozdziatach, 7.3-7.5, do kazdego z widm dopasowano superpozycje funkcji Gaussa oraz jednej
lub dwoch funkcji Lorentza. Ich pola w funkcji czasu 7 przedstawiaja odrost magnetyzacji
podtuznej zgodnie zrdéwnaniem (88). Do otrzymanej funkcji relaksacji podtuznej

dopasowywano funkcje¢ eksponencjalng lub bieksponencjalng postaci:

Lt
Al = A, (2 _e Tf/s), (127)

t t
A(t) = Ay, (2 —Ce N —(1-0)e sz/s>_ (128)

Czasy relaksacji podluznej zmierzone metodg spektroskopii relaksacyjnej w funkcji
temperatury probki zachowuja si¢ zgodnie z teorig BPP, jednak w czesci przypadkéw nie udato
si¢ zarejestrowaé minimum rozktadu temperaturowego 71 w funkcji 1000/7, a jedynie jego
czg$¢ prawostronng. W takim przypadku, zamiast pelnego modelu BPP do zmierzonej

zaleznosci czasow relaksacji spinowo-sieciowej 77 dopasowano funkcje (95).

Donus comatus

Podczas eksperymentow IR w funkcji poziomu uwodnienia nie rozdzielono dwoéch linii
cieczowych w pokrywach D. comatus, jednak odrost magnetyzacji dla jedynej dopasowane;j
linii Lorentza jest wyraznie bieksponencjalny (patrz Rys. 56). Moze by¢ to efekt natozenia si¢
na siebie sygnalu pochodzacego od dwoch sktadowych cieczowych, jak réwniez wynikaé
z transferu magnetyzacji migdzy protonami cieczowymi 1 protonami matrycy state;j.
Poréwnanie warto$ci wzglednych udziatéw eksponent C/(1-C) (=0.05-0.33) ze stosunkiem
pol pod liniami cieczowymi (4%1/4%2=(4%1/45)/(4*2/45)~0.3-0.5, patrz Rys. 41) wskazuje na
to, ze nie mozna interpretowa¢ tych eksponent jako odrostéw magnetyzacji dwoch

sktadowych: wody luzno i $cisle zwigzanej. Teze o transferze magnetyzacji w obrebie pokryw
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potwierdza dwueksponencjalno$¢ odrostu magnetyzacji dla matrycy stalej (patrz Rys. 56).

Problem ten zostanie szerzej przedyskutowany w rozdziale 7.7.1.
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Rysunek 56 Eksperyment spektroskopii relaksacyjnej "H-NMR dla pokryw D. comatus uwodnionych
do poziomu Am/my=0.108, wykonany w temperaturze pokojowej; a) rodzina widm w funkcji odstepu
rmie¢dzy impulsami ©t oraz 1/2; b) funkcja relaksacji podtuznej dla linii pochodzgcej od ciala statego
ilinii od cieczowej skladowej widma; linia przerywana - dopasowanie jednoeksponencjalne, linia
ciagla - dopasowanie dwueksponencjalne
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Rysunek 57 Zalezno$¢ hydratacyjna czasow relaksacji podtuznej dla pokryw D. comatus: a) czasy
relaksacji spin-sie¢ dla sktadowej cieczowej wyznaczone z dopasowania dwueksponencjalnego, b)
udziat sktadowej cieczowej o czasie Tf; (parametr C z réwnania (128))

W eksperymentach spektroskopii relaksacyjnej przeprowadzanych w funkcji obnizanej
temperatury, podobnie jak w eksperymencie przeprowadzonym w funkcji hydratacji, widma
"H-NMR od pokryw D. comatus dopasowano jako superpozycje jednej linii Gaussa i jednej
linii Lorentza. Niestety nie udato si¢ spojnie rozdzieli¢ odrostéw magnetyzacji sygnatu
cieczowego na dwie funkcje eksponencjalne, wskutek czego zostaly one opisane jedng
usredniong funkcjg jednoeksponencjalng (127).

Po dopasowaniu zaleznosci 7:(1000/T) wynikajacej z rdwnania BPP (patrz rownanie
(93)) dla poziomu uwodnienia pokryw Am/mo= 0.077 otrzymano warto$¢ energii aktywacji

rowng £ = 17.49 + 0.89 kJ/mol dla frakcji statej oraz £ = 17.53 £+ 0.82 kJ/mol dla frakcji
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cieczowej, co w obu przypadkach jest wartoscig zblizong do energii pojedynczego wigzania
wodorowego (Bruni & Leopolo 1992). Srednia odleglo$¢ migdzy oddzialujacymi jadrami
skladowej statej wyniosta 1.75 A, za$ dla sktadowej cieczowej - 1.67 A, co w przyblizeniu
moze zarowno odpowiadac odlegtosci miedzy para wodoréw w molekule wody, jak i w grupie
CHa.

Dla pokrywy D. comatus podwyzszonego poziomu uwodnienia (Am/mo = 0.145)
uzyskano zblizone warto$ci energii aktywacji, jak dla hydratacji Am/mo= 0.077, jednakze bez
widocznego minimum zalezno$ci 7;(1000/T) nie udato si¢ wyznaczy¢ $redniej odleglosci
miedzy relaksujagcymi protonami. Energia aktywacji dla frakcji stalej wynosi
E=20.16+0.35 kJ/mol oraz E = 17.7 + 2.0 kJ/mol dla frakcji cieczowe;.

40 21 5 -10 23 35 46 56 t[°C] 21 13 5 -3 -10 -17 -23 29 -35 t[°C]

Z T T T T T T T Z — T T T T T T T T T T T T T T
= "=
| ] 1 L _
[ ] L
1 - | I | .
]
D. comatus - I D. comatus
Am/m=0.077 Am/m = 0.145
01 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 1 0 1 1 n 1 1 1 1 1 1 1

n n n n n n 1 n n n
32 34 36 38 40 42 44 10000T[K'] 34 35 36 37 38 39 40 4.1 1000T[K']

Rysunek 58 Zalezno$¢ temperaturowa czasu relaksacji spinowo-sieciowej 7; dla pokryw Donus
comatus; kwadraty - sktadowa stata, kotka — sktadowa cieczowa, linie ciagle - dopasowania funkcji
(93) lub (95) (patrz rozdz. 5.4.6)

Liparus glabrirostris

Dla widm zmierzonych w eksperymentach spektroskopii relaksacyjnej 'H-NMR
wykonanych w funkcji uwodnienia pokryw L. glabrirostris nie udato si¢ wyodrebni¢ dwoch
sktadowych cieczowych, podobnie jak to si¢ zdarzyto w przypadku rejestracji pojedynczych
widm. Relaksacja spinowo-spinowa moze by¢ dobrze opisana funkcja jednoeksponencjalng
(patrz Rys. 59), co wskazuje na to, ze dwie pule wody omowione w poprzednim rozdziale

charakteryzujg si¢ bardzo podobnym czasem relaksacji podtuzne;.
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L. glabrirostris
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Rysunek 59 Eksperyment spektroskopii relaksacyjnej 'H-NMR dla pokryw L. glabrirostris
uwodnionych do poziomu Am/m;=0.087, wykonany w temperaturze pokojowej; (a) rodzina widm
w funkcji odstgpu rmiedzy impulsami «t oraz 1/2; (b) funkcja relaksacji podtuznej dla linii pochodzace;j
od ciata stalego 1 linii od cieczowej skltadowej widma; linia przerywana - dopasowanie
jednoeksponencjalne, linia ciggta - dopasowanie dwueksponencjalne
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Rysunek 60 Zalezno$¢ hydratacyjna czaséw relaksacji spinowo-sieciowej 7; dla sktadowej statej (»)
oraz cieczowej (*) dla pokryw L. glabrirostris
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Rysunek 61 Zalezno$¢ temperaturowa czasu relaksacji spinowo-sieciowej 7 dla pokryw Liparus
glabrirostris; kwadraty - sktadowa stata, kotka — sktadowa cieczowa, linie ciggle - dopasowania funkcji
(93) lub (95) (patrz rozdz. 5.4.6)

Dla pokryw L. glabrirostris o poziomie uwodnienia Am/mo= 0.0624 udato si¢ okresli¢
czas relaksacji podtuznej sktadowej cieczowej w zakresie -37-21°C (patrz Rys. 61). Po
dopasowaniu modelu BPP do czasow 77 otrzymano warto$¢ energii aktywacji rowna
E=4.17+0.15 kJ/mol dla frakcji statej oraz £ = 6.16 + 0.97 kJ/mol dla frakcji cieczowe;j. Dla
probki pokryw uwodnionych do poziomu Am/mp = 0.138 wyodrgbniono jedna sktadowa
cieczowa o wysokiej mobilno$ci. Energia aktywacji dla frakcji stalej zostata okreslona jako
E =13.54 £ 0.98 kJ/mol, natomiast dla frakcji cieczowej jako E =47.36 = 4.2 kJ/mol, czyli jest
réwna dwukrotnosci $redniej energii wigzania wodorowego (Suresh & Naik 2000).
Dopasowanie modelu BPP do zalezno$ci temperaturowej wyznaczonych czasow 77 dla obu
sktadowych pozwolito na wyznaczenie $redniej odleglosci » miedzy oddziatujagcymi jadrami

sktadowej cieczowej, ktora wyniosta 1.66 A.

Tenebrio molitor

Dzieki eksperymentom spektroskopii relaksacyjnej 'H-NMR w pokrywach T. molitor
udato si¢ wyrdzni¢ dwie sktadowe cieczowe dla nizszego poziomu uwodnienia (patrz Rys. 63)
oraz jedng sktadowg cieczowa dla poziomdéw uwodnienia powyzej Am/mo= 0.13. Sktadowa
okreslona jako T{! (na Rys. 64 oznaczona przez niebieskie punkty) charakteryzowata sie
szerszg linig (rzedu 1.5-2 kHz), podczas gdy sktadowa TL? (punkty zielone) — waska linig
o szerokosci potowkowej rownej ok. 800 Hz, trzeba jednak zauwazy¢, ze wyznaczone warto$ci
czasow relaksacji spinowo-sieciowej sg zblizone dla obu tych sktadowych. Moze to sugerowac

inng lokalizacj¢ poduktadow wody L; i wody Lo w probee pokryw 7. molitor.
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Rysunek 62 Eksperyment spektroskopii relaksacyjnej '"H-NMR dla pokryw 7. molitor uwodnionych do
poziomu Am/m¢=0.055, wykonany w temperaturze pokojowej; (a) rodzina widm w funkcji odstepu 7
miedzy impulsami & oraz n/2; (b) funkcja relaksacji podtuznej dla linii pochodzacej od ciata stalego i
linii od cieczowej sktadowej widma; linia przerywana - dopasowanie jednoeksponencjalne, linia ciggta
- dopasowanie dwueksponencjalne
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Rysunek 63 Zaleznos¢ hydratacyjna czaséw relaksacji podtuznej sktadowe;j statej (=) oraz cieczowych
(*,) dla pokryw T. molitor

Energia aktywacji sktadowej stalej dla poziomu hydratacji Am/myp = 0.106 wynosi
E=(495 £ 0.21) kJ/mol. W przypadku sktadowych pochodzacych od cieczy wartosci te
wynoszg E = (7.97 £ 0.18) kJ/mol dla jednej i £ = (26.69 £ 0.90) kJ/mol dla drugiej sktadowe;.
Wyraznie rdzna energia aktywacji dla obu wyznaczonych sktadowych cieczowych potwierdza
teze o przestrzennym rozdzieleniu poduktadu wody zwigzanej L1 1 poduktadu L,. Dzigki
rejestracji minimum rozktadu 7;(1000/T) okreslono $rednia odlegto$¢ miedzy oddziatujacymi
protonami drugiej skladowej cieczowej na r = 1.86 A.

W przypadku probki pokryw 7. molitor o poziomie uwodnienia Am/mg = 0.18
eksperyment spektroskopii relaksacyjnej 'H-NMR pokazat zblizony obraz. Energia aktywacji
sktadowej statej wyznaczona z rownania (95) wynosi jedynie £ = (1.1 £ 0.14) kJ/mol. Jedyna
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zaobserwowana sktadowa cieczowa charakteryzuje si¢ energia £ = (26.86 = 0.79) kJ/mol
i $rednia odlegto$cia miedzy para relaksujacych protondéw rowna r = 1.74 A, czyli warto$ciami

zblizonymi do uzyskanych dla pokryw innych badanych gatunkow.

40 21 5 -0 23 35 tPCc] 40 21 5 -10 23 35 46 t[°C]
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Rysunek 64 Zalezno$¢ temperaturowa czasu relaksacji spinowo-sieciowej 7; dla pokryw Tenebrio

molitor; kwadraty - sktadowa stata, kotka — sktadowa cieczowa, linie cigglte - dopasowania funkcji (93)
lub (95) (patrz rozdz. 5.4.6)
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7.6.2 Czas relaksacji poprzecznej 7

Wyznaczenie rzeczywistego czasu relaksacji poprzecznej 7> jest mozliwe dzigki uzyciu
sekwencji Carra-Purcella-Meibooma-Gilla (CPMG), niestety skala czasowa takiego
eksperymentu pozwala na obserwacj¢ wyltacznie skladowej cieczowej. Pomiarow pokryw
chrzaszczy dokonano z czasem 7 = 1 ms, co oznacza ze czas migdzy kolejnymi impulsami ©
wynosit ok. 2 ms (patrz rownanie (114)), a wigc zastosowana sekwencja CPMG umozliwilta
obserwacj¢ wody luzno zwigzanej, jaka charakteryzuje si¢ wzglednie dtugim czasem 7. Do
przetransformowanych do domeny czestotliwosci ech spinowych zarejestrowanych sekwencja
CPMG dopasowano jedng lub dwie funkcje Lorentza. Pole pod linig zmienia si¢ w czasie
zgodnie z réwnaniem (88), wigc zanik magnetyzacji poprzecznej opisano funkcja

eksponencjalna:

M,, = M, (0) exp (— Ti> . (129)

2

Poczatkowo do zalezno$ci temperaturowej czasu relaksacji spinowo-spinowej 7>
dopasowano pelny model BPP (rownanie (93)), ktéry jednak nie odwzorowat danych
w satysfakcjonujacy sposob, analogicznie do analizy czasu relaksacji spinowo-sieciowe]
(patrz rozdziat 7.6.1) uzyto wigc liniowej postaci modelu BPP (réwnanie (97)) i dopasowano
oddzielnie czgs¢ wysoko- 1 niskotemperaturowa. Podobne zachowanie, czyli zmiana energii
aktywacji z temperatura, zostato zaobserwowane dla wody przechtodzonej (Gillen i in. 1972;

Price 1 in. 1999).

Donus comatus

B
r ]
‘\ Ex D. comatus
| Am/m=0.077
D. comatus |
T=300K
Am/m = 0.077 PR F\'\\ \C_N:*- 0.00
T=300K N |20,
0.06
P ama— -.j\”n e — .08
A —~0.10
A 0.12 t [s]
- //6.|4
- ~#0.16
T v T T T 1 F===<0.18 . . X X ®
20 -10 10 20 . : : :
£ fkiiz] 0.00 0.04 0.08 0.12 0.16  tls]

Rysunek 65 Zanik magnetyzacji poprzecznej sktadowej cieczowej dla pokryw D. comatus o Am/my =
0.077. Linia ciggta - dopasowanie funkcji (129)
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W eksperymencie CPMG dla pokryw gatunku D. comatus uwodnionych do poziomu
Am/mo= 0.077 udato si¢ wyodrebni¢ jedng sktadowa cieczowg. Pola pod dopasowanymi do
nich liniami Lorentza sg proporcjonalne do sktadowej poprzecznej magnetyzacji i zmniejszaja
si¢ w czasie zgodnie z rownaniem (129). Korzystajac z zaleznos$ci (97) uzyskano warto$ci

energii aktywacji rowne E;=(5.83 = 0.32) kJ/mol oraz E>= (20.36 + 1.44) kJ/mol odpowiednio
dla czesci wysoko- 1 niskotemperaturowe;.
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Rysunek 66 Zaleznos$¢ temperaturowa czasu relaksacji poprzecznej 7> sktadowej cieczowej dla pokryw
D. comatus o Am/my = 0.077. Linie przerywane — dopasowania funkcji (97)

Liparus glabrirostris

E
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Rysunek 67 Zanik magnetyzacji poprzecznej sktadowej cieczowej dla pokryw L. glabrirostris o Am/my
=(.119. Linia ciagta - dopasowanie funkcji (129)

Dla pokryw gatunku L. glabrirostris widma zarejestrowane w eksperymencie CPMG
rowniez daly si¢ skutecznie przyblizy¢ pojedynczg funkcja Lorentza. Po dopasowaniu funkcji

BPP do zalezno$ci 7>(1000/T) dla poziomu uwodnienia pokryw Am/mo= 0.119 otrzymano
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warto$ci energii aktywacji rowne E; = (5.9 = 1.2) kJ/mol oraz E> = (25.7 = 1.7) kJ/mol,

odpowiednio dla czesci wysoko- 1 niskotemperaturowe;.
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Rysunek 68 Zaleznos$¢ temperaturowa czasu relaksacji poprzecznej 7> sktadowej cieczowej dla pokryw
L. glabrirostris o Am/mo=0.119. Linie przerywane — dopasowania funkcji (97)

Tenebrio molitor

W przypadku pokryw T. molitor uwodnionych do poziomu Am/mg = 0.13 sygnat
pochodzacy od sygnatu cieczowego byl wyraznie asymetryczny, co wskazywato na mozliwo$¢
wyodrebnienia dwoch frakcji wody mobilnej. Dwie funkcje Lorentza konsystentnie opisywaty
widma az do 268 K, dla nizszych temperatur dopasowywano juz tylko jedng lini¢. Energie
aktywacji wyniosty (8.3 = 1.1) kJ/mol (dla wyzszych temperatur) i (26.1 + 2.3) kJ/mol dla
pierwszej sktadowej i (6.0 £ 0.6) kJ/mol dla drugie;j.
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Rysunek 69 Zanik magnetyzacji poprzecznej sktadowych cieczowych dla pokryw T. molitor o Am/my
= (.13. Linie ciggte - dopasowanie funkcji (129)
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Rysunek 70 Zalezno$¢ temperaturowa czasu relaksacji poprzecznej 7> sktadowych cieczowych dla
pokryw T. molitor o Am/my= 0.13. Linie przerywane - dopasowanie funkcji (97)

7.7 Pomiar transferu magnetyzacji jadrowej

7.7.1 Obserwacja transferu magnetyzacji jadrowej pomiedzy

roznymi podukladami protonow w pokrywach chrzaszczy

Klasyczny eksperyment pomiaru procesu relaksacji podluznej nie pozwala wylowi¢
efektu transferu magnetyzacji jadrowej pomie¢dzy poduktadami spinowymi w ukladzie
heterogennym, a ktoéry moze mie¢ miejsce w trakcie procesu relaksacji. By zaobserwowac
proces transferu magnetyzacji pomi¢dzy poduktadami protonow pokryw wybranych gatunkow
chrzaszczy przeprowadzono pomiary selektywnego wzbudzenia. Zastosowano sekwencje
n—1t—m/2, w ktorej impuls © byl znacznie dluzszy niz zwykle, za to o nizszej mocy.
Wytworzone przezen pole B; nie przekraczato wartosci pdl lokalnych, a tym samym nie
wystarczalo do obrécenia spinéw sktadowe;j statej probki (patrz podrozdziat 5.5.1). Stuzacy do
detekcji sygnalu impuls n/2 pozostat ,,twardy”. Dzigki temu mimo, ze dokonywano inwersji
magnetyzacji pochodzacej tylko od bardziej mobilnych protonéw (cieczowych), to metoda
pozwala na zbadanie ewolucji w czasie zaréwno sygnalu pochodzacego od protonow
cieczowych, jak i1 protonow matrycy stalej. Proces wymiany nakladat si¢ na zachodzacy

w probcee proces relaksacji spinowo-sieciowe;.

97



Na poczatku do serii zarejestrowanych widm zebranych dla réznych wartosci odstepu
miedzy impulsami, 7, dopasowano funkcje Gaussa oraz Lorentza, jakie modelowaty sygnat
pochodzacy od ciala statego i protondw cieczowych. Zmiana magnetyzacji w czasie zostata
dla kazdej ze sktadowych przetransformowana do postaci zredukowanej zgodnie z rownaniem
(98). Do takiego zestawu danych dopasowano uklad réwnan opisujacy zmiang tychze
magnetyzacji w czasie (rownanie (100)). Dopasowywane byly nastepujace parametry:
szybkos$ci transferu k;, k2, poczatkowe magnetyzacje m;(0), m2(0) oraz rzeczywiste,

wewngtrzne czasy relaksacji 772 oraz T'2.

D. comatus
Am/mOZO.O77

T=295K

‘ r -
T T T T T
-60 -40 -20 0 20 40 60
f [kHz]

Rysunek 71 Przyktadowa seria widm zarejestrowanych przy pomocy sekwencji selektywnego
wzbudzenia dla pokryw D. comatus

Dla pokryw gatunku D. comatus uwodnionych do poziomu 0.077 uzyskano szybkos$ci
transferu magnetyzacji rzedu ki = 280-1004 s (k; zdefiniowano jako szybko$¢ transferu od
protonéw cieczowych do protonéw matrycy stalej) i 62-146 s (szybko$¢ transferu od
protonéw matrycy statej do protondéw cieczowych). Szybkosci transferu zwickszaty sie
monotonicznie z temperaturg. Stosunek liczby protondéw cieczowych do protonow matrycy
stalej biorgcych udzial w transferze magnetyzacji (patrz réwnanie (102)) maleje wraz
z temperatura, jednak w zakresie mniejszym, niz wynika to z zalezno$ci 4%/45.

Eksperyment selektywnego wzbudzenia umozliwit wyznaczenie rzeczywistego,
,wewnetrznego” czasu relaksacji podtuznej. Taki czas opisywalby proces relaksacji spin-sie¢
w sytuacji, gdyby nie dochodzito do wymiany magnetyzacji mi¢dzy réznymi pulami protonow.
Na Rys. 74 przedstawiono poréwnanie rzeczywistego czasu 77 frakcji cieczowej w pokrywach

D. comatus wyznaczonego w eksperymencie selektywnego wzbudzenia (przez dopasowanie
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rownania (100)) z czasem wyznaczonym w sekwencji Inversion recovery (patrz rozdziat
7.6.1). Mozna zauwazy¢, ze wartosSci rzeczywistego czasu relaksacji s3 w przyblizeniu
mniejsze od czasu efektywnego o czynnik 5. Energia aktywacji wyznaczona z zaleznosci
temperaturowej rzeczywistego 7 frakcji cieczowej wynosi (14.1 £ 1.5) kJ/mol, za$ $rednia
odlegto$é miedzy protonami - 7y = (1.33 £ 0.08) A; obie te wielko$ci s3 nieznacznie mniejsze

niz odpowiadajace im warto$ci wyznaczone w eksperymencie Inversion recovery.
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Rysunek 72 a) Zmiana magnetyzacji podtuznej w czasie dla sktadowej statej (=) i sktadowej cieczowej
(*), b) zredukowana posta¢ magnetyzacji (patrz rownanie (98)) wraz z dopasowaniem funkcji (100)
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Rysunek 73 a) Zalezno$¢ temperaturowa szybkosci transferu magnetyzacji, b) stosunek liczby
protonow cieczowych do liczby protonow ciata stalego podlegajacych procesowi transferu
magnetyzacji dla pokryw D. comatus uwodnionych do poziomu Am/my=0.077

99



40 21 5 -10 -23 35 t[C]

— T T T T T T T T T
: Donus comatus

| Am/m=0.077

1 = eksperyment Soft-Hard
® eksperyment Inversion Recovery °
0.1
Mi/%/
T T T T T T T T T T T 1
32 34 3.6 3.8 4.0 1000/T [K™]

Rysunek 74 Pordéwnanie czasu relaksacji podtuznej wyznaczonego przy uzyciu sekwencji Inversion
recovery (patrz rozdziat 7.6.1) oraz sekwencji Sofi-hard. Linie ciagle — dopasowania funkcji (93)

7.7.2 Obserwacja transferu 'H-1“N

Z réwnan (82) wynika, ze w przypadku transferu magnetyzacji miedzy jadrami 'H-'*N
efekt skrocenia czasu relaksacji podluznej (czyli wystapienie lokalnych maksiméw funkcji

1/T1(B)) wystapi dla czestotliwosci larmorowskich rownych:

_ Agcc 3
fr = 4 B+n)

_ %qce o (130)
f-== 3-mn)

fo=fe—f-

Na profilach dyspersji szybkosci relaksacji zmierzonych dla pokryw kazdego z gatunkoéw
mozna jednoznacznie zidentyfikowa¢ dwa maksima w obszarze 2-3 MHz (patrz Rys. 75). By
oznaczy¢ ich dokladne polozenie, a co za tym idzie - stala sprz¢zenia kwadrupolowego
1 wspotczynnik asymetrii, dopasowano do danych do$wiadczalnych funkcje modelujaca

maksima (dwie funkcje Lorentza) wraz z ttem (dwie funkcje BPP (93)):
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Rysunek 75 Profile dyspersyjne uzyskane metoda relaksometrii FC-NMR. Po prawej obszar z
maksimami kwadrupolowymi wraz z dopasowaniem funkcji (131)

Superpozycja takich czterech wyrazow wystarczyla, by w zadowalajacy sposdb zamodelowac
ksztalt profilu dyspersji szybkosci relaksacji podtuznej w uktadzie. Najwazniejsze parametry
dopasowania zostaly zebrane w Tab. 7. Parametry powigzane z tlem nie beda dalej
analizowane, gdyz zbyt waski zakres pol, w ktdrych zmierzono relaksacje, nie pozwala na
wiarygodne odtworzenie wielko$ci majacych znaczenie fizyczne. Widoczne jest jednak, ze dla
wszystkich trzech gatunkow wartos$ci statej sprzezenia kwadrupolowego 1 parametru asymetrii
sg zblizone, po usrednieniu wynoszg odpowiednio:
agee=3.305 £0.004 MHz
n=10.445 +0.003
Trzecie maksimum powinno pojawic¢ si¢ dla czgstotliwosci larmorowskiej réwnej ok. 700 kHz,

jednak jest ono wyraznie czytelne jedynie dla pokryw T. molitor 1 D. comatus.
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Tabela 7 Parametry dopasowania tta funkcji (131) do profilu NMRD (u gory) oraz polozenia funkcji

Lorentza wraz z odpowiadajacymi im warto§ciami aq.. 1 # (na dole)

C)[HZ?] C,[HZ?] 71 [ns] 7 [ns]
T. molitor (68.53.8)-10° | (347+4.2)-10° 69645 89.242.8
L. glabrirostris | (58.7+1.8)10° | (310+5.6)-10° 156044 1193
D. comatus (9£594)1010 (25.8+2.3)107 | (1.5£100)10° 34.643.6

fe1 [MHZz] fe2[MHZz] aqec [MHZ] n

T. molitor 2.847+0.014 2.0911=+0.0091 3.292+0.015 0.459+0.013
L. glabrirostris | 2.8446+0.0054 2.1237+0.0051 3.3122+0.0070 0.4353+0.0063
D. comatus 2.8474+0.0033 2.1073+£0.0037 3.3031+0.0047 0.4481+0.0043
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8 Dyskusja wynikow

Chityna, jak wszystkie polisacharydy, zawiera wiele grup hydroksylowych i silnie
oddziatuje z woda, jednak sorpcja na pokrywach skrzydiowych chrzaszczy jest zagadnieniem
trudnym do analizy ze wzgledu na zlozono$¢ tkanki, zawierajacej rowniez inne substancje.
Sorpcja wody z fazy gazowej ma charakter wielowarstwowy, jednakze najprostszy model
sorpcji wielowarstwowej, izoterma BET, nie opisuje poprawnie tego zjawiska. Wprowadzenie
dodatkowych parametrow do modelu pozwala na Ilepsze odwzorowanie danych
doswiadczalnych, lecz na podstawie zebranych danych niemozliwe jest jednoznaczne
rozstrzygnigcie, ktoéry z analizowanych modeli doktadnie opisuje mechanizm sorpcji na
powierzchniach pokryw badanych gatunkow. Oszacowano powierzchni¢ dostepng dla molekut
wody na 169—172, 123 — 183, 172 — 260 m?/g odpowiednio dla pokryw D. comatus,
L. glabrirostris, T. molitor. Zdj¢cia mikrograficzne zdaja si¢ potwierdza¢ to, ze pokrywy
Macznika mtynarka maja najwigksza powierzchni¢ wlasciwa — warstwy tworzace strukture
skreconej sklejki maja najmniejszg grubo$¢, ponadto stwierdzono obecno$¢ wydatnych
sptaszczonych kolcéw na stronie brzusznej pokrywy, jakie znacznie zwigkszaja powierzchni¢
dostepng dla czasteczek wody. Wartosci powierzchni dostepnej dla wody wyznaczone dla
wszystkich gatunkow sa zblizone do tych otrzymanych dla innych heterogennych ukladéw
biologicznych: dla silnie schitynizowanego ciata raka Procambarus clarkii wynosi 118 m*/g
(Ariahu i in. 2006), dla plechy grzyba zlichanizowanego Ramalina terebrata — 131.4 m*/g
(Haranczyk, Pater, i in. 2012), za$ dla ziaren komosy ryzowej — 298 m*/g (Tolaba i in. 2004)

Odwrotnosci iloczynu parametrow ¢’ i k uzyskane dla modelu GAB., jakie zgodnie
z formalizmem Denta mozna traktowac jako utamek niezajetych miejsc pierwotnie wigzacych
w wilgotnosci 4 = 1, dla wszystkich gatunkdéw sg mniejsze od 1%, co wskazywatoby na silng
hydrofilowo$¢ powierzchni dostepnych dla wigzania wody z fazy gazowe;.

Parametr w z modelu GDW jest bliski jednosci dla pokryw D. comatus, co oznacza, ze
wigkszo$¢ zaadsorbowanych molekul wody staje si¢ miejscem wigzacym dla kolejnych
w stosunku 1:1. Wskazywaloby na proces sorpcji przewidziany przez model GAB;.
W przypadku pozostatych dwoch gatunkéw, L. glabrirostris 1 T. molitor, wspotczynnik ten
wynosi odpowiednio 0.24 1 0.18. Zgodnie z zatozeniem modelu oznacza to, ze tylko taka czgs¢
zaadsorbowanych czasteczek wody moze by¢ wtdrnym miejscem wigzacym, co moze wynikad
z ograniczen geometrycznych na powierzchni pokryw, w szczeg6lnosci z ich zwigkszonej

porowatosci w pordwnaniu do pokryw D. comatus.

103



Ugrozov 1 wsp. (Ugrozov i in. 2008) przeprowadzili badania sorpcji wody na
biomateriatach chitynowych, a mianowicie na dost¢pnej komercyjnie chitynie technicznej
otrzymywanej ze stawonogdw oraz na chitynie pochodzacej z ciala pszczoty. Pomimo tego, ze
przed pomiarami sorpcyjnymi wygrzewali materiat w 150°C przez 8 h (a wzglgdem tak
uzyskanej suchej masy normowali wyniki), to wartosci, jakie otrzymali byly zblizone do
uzyskanych w trakcie niniejszych badan (k=0.78 1 k=0.83,c’=351c¢’= 155, mo=0.058 1 mo
= 0.051 — po przeliczeniu na formalizm izotermy GAB1). Uzyskane w pracy Ugrozova dane
zostaty dobrze opisane modelem Denta (a przynajmniej w zakresie wilgotnosci wzglednych 0-
0.9) 1 autorzy okreslajag badany materiat jako hydrofilowy, podczas gdy w przypadku catych
pokryw chrzaszczy, czg$¢ powierzchni jest silnie hydrofobowa ze wzgledu na obecnos¢

woskéw ochronnych (Lockey 1960; Sun i in. 2012).

Doktadna analiza szerokiej linii dla wszystkich trzech badanych gatunkéw wykazata,
ze poszerzenie gaussowskie dopasowanego dubletu Pake’a jest na tyle duze, ze do opisu
sygnatu wystarczy sama funkcja Gaussa. Podobnie nieuzasadnione byloby tez uzycie modelu
Abragama, stosowanego czg¢sto w opisie matrycy statej plechy grzybow zlichenizowanych,
w ktorym zakres pdl lokalnych w ciele statych rézni si¢ od przypadkowego (Haranczyk,
Nowak, i1n. 2012). Szerokos$¢ linii Gaussa praktycznie nie zalezy od gatunku, temperatury czy
poziomu uwodnienia i wynosi ok. 45 kHz. Oznacza to, ze sktad molekularny pokryw badanych
gatunkOw nie zmienia si¢ znaczgco, pomimo tego, ze reprezentuja one rozne grupy
systematyczne (dwie rozne rodziny i trzy rodzaje) chrzaszczy.

Zaleznos¢ hydratacyjna catkowitego sygnatu cieczowego, wyrazonego w jednostkach
sygnatu stalego, zostata opisana funkcjg liniowa, co wskazuje na to, ze matryca stata nie
zawiera substancji rozpuszczalnych we wodzie. Pokrywy sg czg$ciami ciata owada najbardziej
eksponowanymi na $rodowisko i mozna przypuszczaé, ze brak takich substancji zwigksza
odpornos¢ pokrywy na czynniki §rodowiskowe.

Eksperyment typu /R pozwolit wyznaczy¢ efektywne czasy relaksacji spinowo-
sieciowej. Woda luzno zwigzana do pokryw charakteryzuje si¢ czasem 77 rzgdu 0.01 s, czas
dla wody S$cisle zwigzanej jest dluzszy, rzedu 0.1 s, i porownywalny z czasem relaksacji
spinowo-sieciowej protonéw matrycy statej. Czas relaksacji podtuznej jest mato zalezny od
poziomu uwodnienia probki — w badanym zakresie hydratacji 77 pozostaje state (dla pokryw
D. comatus) badz nieznacznie maleje (dla pokryw L. glabrirostris 1 T. molitor) z rosnagcym
poziomem uwodnienia. W przypadku innych uktadéw biologicznych, np. tkanki mig¢$niowe;j

(Belton & Packer 1974) czy uwodnionej celulozy (Sasaki i in. 1960), obserwowano efekt
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odwrotny. Z eksperymentow selektywnego wzbudzenia wiadomo, ze w uktadzie chitynowa
pokrywa — woda hydratacyjna dochodzi do wymiany magnetyzacji (patrz rozdziat 7.7.1), co
skutkuje tym, zZe zmierzony, efektywny czas 77 jest wypadkowa rzeczywistego czasu relaksacji
ciala statego (relaksacja wolniejsza) i wody (relaksacja szybsza). Efekt szybszej relaksacji
wody w materiale o nizszym poziomie hydratacji moze wynika¢ wiec z tego, ze wymiana
magnetyzacji, zgodnie ze wzorami (100) i1 (101), w wigkszym stopniu wplywa na mierzony
czas relaksacji frakcji cieczowej dla uktadow o niskim poziomie uwodnienia (Edzes &
Samulski 1978).

Wartosci energii aktywacji czasteczek wody obliczone na podstawie ksztattu
temperaturowej zaleznosci czasu relaksacji podtuznej dla pokryw gatunkéw D. comatus,
L. glabrirostris (Am/mo=0.145) 1 T. molitor zawieraja si¢ w zakresie wyznaczonym dla rotacji
czasteczki wody wokot wigzania wodorowego (Bruni i Leopolo 1992). Jedynie woda zwigzana
do pokryw L. glabrirostris o niskim poziomie uwodnienia wyroznia si¢ wzglednie niska
energig aktywacji (~6 kJ/mol). Dla pokryw T. molitor o niskim poziomie uwodnienia udato si¢
zaobserwowac dwie linie cieczowe charakteryzujace si¢ istotnie réznymi warto$ciami energii
aktywacji (ok. 8 1 27 kJ/mol). Dla pokryw o dwukrotnie wyzszym poziomie uwodnienia
zarejestrowano jedynie jedna linie, ktorej odpowiada energia aktywacji 27 kJ/mol. To sugeruje
interpretacje, ze woda Scisle zwigzana do powierzchni jest widoczna w eksperymencie /R
jedynie dla niskich warto$ci 4m/mo, wraz z rosnacg hydratacja materiatu woda luzno zwigzana
zaczyna majoryzowac¢ sumaryczny sygnal cieczowy. Fakt, ze frakcja zwigzana do powierzchni
matrycy stalej cechuje si¢ nizszg warto$cig energii aktywacji moze wynika¢ z tego, ze rozmiar
klastra sieci wigzan wodorowych jest w jej przypadku mniejszy niz w przypadku wody
swobodnej (luzno zwiazanej). Taki efekt stabszego zwigzania $cisle zwigzanej wody z woda
luzno zwigzang (w poréwnaniu do wigzania wody $cisle zwigzanej z powierzchnig) zostat
zaobserwowany dla innych biomolekut, przyktadowo dla uwadnianego DNA (Tao 1993).

Dopasowanie petnego modelu BPP pozwolito na wyznaczenie $redniej odlegtosci
miedzy oddzialujgcymi ze sobg protonami zaadsorbowanej wody; dla pokryw gatunkow
D. comatus, L. glabrirostris i1 T. molitor otrzymano odpowiednio wartosci 1.67, 1.661 1.86 oraz
1.74 A. Wartosci te sg zblizone do wartoéci wyznaczonych dla innych uktadéw zawierajacych
wodeg, np. chlorku heksaakwastrontu (Hetmanczyk i in. 2014) czy kompleksow DNA-
surfaktant (Kobierski 2013).

W ramach pracy zanalizowano czasy relaksacji poprzecznej T, i T, protonow
zawartych w matrycy pokryw oraz protonach wody do nich zaadsorbowanych. Czasy relaksacji

T, sa zblizone do warto$ci otrzymanych w pomiarach MRJ w domenie czasu dla pokryw
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L. glabrirostris (Haranczyk, Florek, 1 in. 2012), jak rowniez dla wielu uktadow biologicznych
o niskiej hydratacji uzyskane z eksperymentow MRJ wykonywanych w domenie czasu
(przyktadowo kietkujace nasiona we wstepnych fazach rozwoju (Haranczyk i in. 1996), czyste
DNA (Haranczyk i in. 2010), plechy grzybow zlichenizowanych (Haranczyk i in. 2015;
Haranczyk, Pater, i in. 2012; Harafczyk i in. 2008; Haranczyk i in. 1998)). Swiadczy to
o znacznym podobienstwie grup chemicznych wystepujacych w uktadach biologicznych oraz
o zblizonych warto$ciach pdl lokalnych w skali odlegtosci badanej w eksperymentach MRJ.
Istotna réznica migdzy faktycznym czasem relaksacji poprzecznej (wyznaczonym za pomoca
sekwencji CPMGQG) a czasem efektywnym (wyznaczonym z szerokosci potdwkowej linii)
wynika z oddzialywania jader wodoru z lokalnymi polami magnetycznymi wytworzonymi
przez obecne w matrycy stalej paramagnetyki (Barnhart i Berk 1986). Hor¢icko i Voracova
wyznaczyli fotometrycznie zawarto$¢ metali w pokrywach szeregu fitofagicznych chrzaszczy,
w tym w pokrywach badanych w tej pracy gatunkow D. comatus 1 L. glabrirostris; wsrod wielu
innych metali w pokrywach tych ryjkowcéw dominujg sod (odpowiednio 350034 i1 43344
mmol/g), potas (224 i 223 mmol/g), magnez (69 i 66 mmol/g) i mangan (0.63 1 1.78 mmol/g)
(Horcicko & Voracova 1999). Tak wysoka zawarto$¢ substancji paramagnetycznych ttumaczy
poszerzenie linii (i zapewne skrocenie czasu relaksacji podtuznej). Dla pokryw D. comatus
(4dm/mo = 0.077) w temperaturze 300 K oszacowano niejednorodnos¢ pola AB, wywotang
obecnoscig tych pierwiastkdw na ok. 39 mT.

Czasy relaksacji poprzecznej wyznaczone w funkcji temperatury nie daja si¢ opisac
réwnaniem Arrheniusa, tzn. energie aktywacji wody luzno zwigzanej wyznaczane z zaleznos$ci
T>(1000/T) (patrz rownanie (97)) zmieniajg si¢. Efekt ten jest typowy dla przechtodzonych
cieczy, cho¢ nie wykazano jeszcze jednoznacznie, czym jest spowodowany. Energie aktywacji
wody luzno zwigzanej w temperaturze pokojowej wynosza odpowiednio 5.9, 5.8 i 8 oraz 6
kJ/mol dla pokryw L. glabrirostris, D. comatus oraz T. molitor 1 sa zblizone do energii

oddziatywania van der Waalsa w wodzie swobodnej rownej 5.5 kJ/mol (Henry 2002).

Szybkosci transferu magnetyzacji podtuznej migdzy frakcja cieczowa a stala matryca
tkanki zwigkszaja si¢ monotonicznie z malejacg temperaturg, co wskazuje na to, ze transfer
magnetyzacji nie ma charakteru wymiany chemicznej, ale czystej relaksacji krzyzowej (ang.
cross-relaxation) (Tanner iin. 1991). Wymiana ta nie jest na tyle szybka, by moc ja catkowicie
zaniedba¢ w analizie odrostu magnetyzacji - dla pokryw gatunku D. comatus (Am/mg =
0.077) w 295 K szybkoéci transferu wynosza 70 i 316 s™' dla protonéw ciata statego i wody,

podczas gdy szybkosé¢ relaksacji okreslona jako R;=1/T; wynosi odpowiednio 4.2 i5.2 s\
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Szybkos$¢ transferu magnetyzacji z ciala stalego do wody jest zblizona do wartosci
wyznaczonej dla uwodnionej skrobi (w temperaturze pokojowej rownej 86 s') (Witek i in.
2006).

Warto$¢ po/p1, czyli stosunek puli protondéw cieczowych do puli protonow
ciatostalowych biorgcych udziat w wymianie magnetyzacji, jest mniejszy niz wynika to ze
stosunku pél pod linig Lorentza i Gaussa 4%/45. Wynika to z silnej zaleznosci szybkosci
relaksacji od odlegtoéci (R~%), co oznacza ze wktad do relaksacji krzyzowej moga wnie$é
tylko protony znajdujace si¢ blisko siebie. Pola pod linig sg za$ miarg ilosci danej puli protonow
w calej objetosci probki znajdujacej si¢ wewnatrz cewki nadawczo-odbiorcze;.

Zaden ze zmierzonych parametréw (stosunek 4-/45, czasy relaksacji podhuznej czy
poprzecznej) nie zmienia si¢ skokowo w zbadanym zakresie temperatur, w szczego6lnosci nie
zaobserwowano rownowagowego zamarzania wody w temperaturze 0°C. Oznacza to, ze
w pokrywach chrzaszczy nie zachodzi proces zamarzania wody z tworzeniem krysztatow lodu.
Wraz ze spadkiem temperatura woda zaadsorbowana do powierzchni matrycy statej pokryw
ulega stopniowemu unieruchomieniu, co manifestuje si¢ wydtuzeniem czasu 77; 1 skroceniem
czasu T2, ale nie wystgpuje kooperatywne zamarzanie na mierzalng skale. Posrednim
argumentem za zamarzaniem przechtodzonej wody w izolowanych kawernach pokrywy moze
by¢ zarejestrowany stopniowy spadek sygnalu cieczowego, wyrazonego w jednostkach
(niezmiennego) sygnatu od ciata statego. Wydaje si¢ wigc, ze pokrywa chrzaszcza jest tkanka,
w ktorej udato si¢ zaobserwowac dwa typy procesu unieruchamiania molekut wody zwigzane;,
podobnie jak w uktadach uwodnionych modelowych bton lipidowych (Bronshteyn i Steponkus
1993).

Na profilu dyspersji szybkosci relaksacji podtuznej zaobserwowano tzw. maksima
kwadrupolowe, bedace efektem przyspieszenia relaksacji dla czestosci larmorowskich
odpowiadajacych przejsciom kwadrupolowym obecnych w ukladzie jader o spinie >1/2.
Potozenie maksiméw wskazuje na to, ze w przypadku pokryw jadrem kwadrupolowym
dajacym taki efekt jest '“N (Winter i Kimmich 1985; Sunde i Halle 2010; Nolte i in. 2002).
Sama chityna zawiera prawie 7% azotu (Carlstrom 1957), ktory jest ponadto obecny w biatkach
kutikulanych - stad tak wyrazny efekt transferu energii.

Wyznaczone z polozenia maksiméw stata sprzezenia kwadrupolowego i1 parametr
asymetrii wynosza odpowiednio agec = 3.305 £ 0.004 MHz 1 = 0.445 + 0.003. Esrafili
1 wspotautorzy wyliczyli na gruncie teorii DFT wartosci agcc 1 # dla bezwodnego chitozanu,
czyli podstawowej pochodnej chityny powstajacej w wyniku jej alkalicznej deacetylacji.
W zalezno$ci od bazy funkcyjnej wybranej do obliczen otrzymali stalg sprze¢zenia
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kwadrupolowego rowng 5.71/5.57 MHz oraz parametr asymetrii wynoszacy 0.30/0.39 (Esrafili
1in. 2007). Ro6znica miedzy wartosciami wyznaczonymi wynika gtownie z roznicy w strukturze
badanych biopolimeroéw. Bezwodny chitozan tworzy, podobnie jak a-chityna, uktad rombowy
(grupa przestrzenna P2,2,21), ale ma mniej wydtuzona komoérke elementarng (patrz Tab. 8), co
przektada si¢ na inny rozktad tadunku elektrycznego, a tym samym inne energie oddzialywan

kwadrupolowych w uktadzie.

Tabela 8 Parametry krystalograficzne chityny i chitozanu (Se-Kwon 2010)

a[’A] | b[°A] | c['A] | Grupa przestrzenna
o-chityna 4.74 18.86 | 10.32 P212121
[S-chityna 4.85 9.26 10.38 P2,

chitozan 8.95 16.97 | 10.34 P212121
bezwodny chitozan | 8.26 8.50 10.43 P212121
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Whnioski

. Zdjecia wykonane technikg skaningowej mikroskopii elektronowej potwierdzity
wysoka porowato$¢ badanych uktadow. Pokrywy kazdego gatunku taczy
wielowarstwowa struktura okreslana mianem sklejki o skreconych warstwach.
Zaobserwowano liczne wytwory i pory na powierzchniach brzusznych i grzbietowych
pokryw, tzw. mikrowloski, charakterystyczne dla kazdego gatunku. Wsrod nich
zidentyfikowano mechanizm unieruchamiajacy ztozone pokrywy na tutowiu 7. molitor.
. Analiza r6znych modeli izotermy sorpcyjnej nie przyniosta rozstrzygnig¢cia, jaki jest
mechanizm sorpcji  wielowarstwowej na pokrywach chrzaszczy. Parametry
dopasowania sugerujg jednak, ze uktadem o najwickszej hydrofobowosci sg pokrywy
T. molitor, a najmniejsze]j za§ pokrywy L. glabrirostris. Dopasowanie modelu GDW
sugeruje, ze pokrywy 7. molitor charakteryzuja si¢ najwigksza porowatoscig , pokrywy
D. comatus - najmniejsza.

. Widma '"H-NMR sa suma sygnalu od matrycy statej tkanki oraz sygnaldow od wody
roznigcej si¢ mobilnoscig: od wody $cisle oraz od wody luzno zwigzanej na
powierzchniach. Linia pochodzaca od protondw matrycy statej jest dobrze opisywana
funkcja Gaussa. Jej szeroko$¢ dla wszystkich gatunkow, temperatur i poziomu
uwodnienia pozostaje na tym samym poziomie i wynosi ok. 45 kHz. Linie cieczowe
daty si¢ dobrze odtworzy¢ przez funkcje Lorentza o szerokosci 0.7-3 kHz. Zalezno$¢
hydratacyjna catkowitego sygnalu cieczowego wyrazonego w jednostkach sygnalu
stalego A%/45 jest dobrze opisywana funkcjg liniowa, co sugeruje brak frakcji state;
rozpuszczalnej w wodzie. Dla niskich pozioméw uwodnienia uktadu mozna
zaobserwowa¢ wode S$cisle zwigzang do powierzchni matrycy statej pokryw; dla
wyzszych hydratacji sygnat '"H-NMR jest zdominowany przez wode luzno zwigzana.
Czasy relaksacji podtuznej sktadowych cieczowych nieznacznie zmniejszajg si¢ wraz
z rosngcym poziomem uwodnienia, co moze oznaczac, ze s3 wartosciami usrednionymi
dla poduktadow begdacych w rezimie szybkiej wymiany spinowej. Dla frakcji wody
Scisle zwigzanej przyjmuja wartosci rzgdu 0.1 s, dla frakcji wody luzno zwigzanej —
rzedu 0.01 s. Czas relaksacji 77 protondw matrycy statej zmieniajg si¢ w zakresie 0.2-
0.4, 0.3-0.55, 0.6-0.9 s odpowiednio dla pokryw D. comatus, L. glabrirostris 1 T.

molitor. Warto$ci energii aktywacji czasteczek wody dla pokryw D. comatus,
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10.

L. glabrirostris 1 T. molitor zawieraja si¢ w zakresie wyznaczonym dla rotacji
czasteczki wody wokoét pojedynczego wigzania wodorowego.

Srednia odlegto$é miedzy wodorami zaadsorbowanej wody wynosi 1.73 A. Najwieksze
odchylenie od warto$ci $redniej wykazuja odlegltosci dla dwoch skladowych
cieczowych wyznaczone dla pokryw 7. molitor (1.86 oraz 1.74 A). Wyznaczone
warto$ci sg $rednig zmierzong po catej probce, dla porownania odlegtosci miedzy
wodorami w obecnych w uktadach biologicznych grupach H-C-H oraz H-O-H wynosza
odpowiednio 1.86 A oraz 1.5 A.

Czasy relaksacji poprzecznej 7> wody luzno zwigzanej w sposob istotny rdznig si¢ od
czasow odpowiadajacych im czasow 7>°, co wskazuje na obecno$¢ substancji
paramagnetycznych, jakie zmieniaja pola lokalne 1 przy$pieszajg efektywna relaksacje.
Dla pokryw D. comatus oszacowano warto$¢ niejednorodnosci pola na 39 mT.

W pokrywach chrzaszczy nie zaobserwowano procesu kooperatywnego zamarzania
wody. Wraz ze spadkiem temperatury linia pochodzaca od wody monotonicznie
poszerza si¢ (co wskazuje na stopniowa immobilizacj¢ molekul wody), a pole pod nig
zmniejsza si¢. Sygnat cieczowy nie zanikl w 273 K, lecz byl mozliwy do
zaobserwowania nawet w temperaturach ok. 240 K.

Woda luzno zwigzana w pokrywach cechuje si¢ niearheniusowska zaleznoscig od
temperatury — jej energia aktywacji ro$nie wraz ze spadkiem temperatury.
Zaobserwowano zjawisko transferu magnetyzacji migedzy pulami protondéw: cieczowa
1 ciatostalowa, majace charakter czystej relaksacji krzyzowej. Szybko$¢ wymiany
stanowi do kilku procent szybkosci relaksacji podtuznej, wigc efekt ten powinien by¢
uwzgledniany w analizie zmiany magnetyzacji podluznej w czasie.

Proces transferu magnetyzacji mi¢dzy jadrami wodoru a jadrami azotu zamanifestowat
si¢ jako przys$pieszenie relaksacji podtuznej dla okreslonych czgstosci larmorowskich
protonow (wystapity tzw. maksima kwadrupolowe na wykresie //7;(B)). Wyznaczono
wspotczynnik sprzezenia kwadrupolowego: agec= 3.305 MHz oraz parametr asymetrii:

y=0.445.
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11 Spis uzytych skrotow

AIC
BET
BPP
CPMG
DFT
EFG
FC-NMR
FID
GAB
GDW
IR
MRJ
NMR
RF

RT
SEM

kryterium informacyjne Akaikego (4kaike Information Criterion)
(izoterma) izoterma Brunauer-Emmet-Taller

(model) model Bloembergen-Purcell-Pound

(sekwencja) sekwencja Carra-Purcella-Meibooma-Gilla

teoria funkcjonatow gestosci (Density Functional Theory)

gradient pola elektrycznego (Electric Field Gradient)

magnetyczny rezonans jadrowy zmiennego pola (Field-Cycling NMR)
sygnat zaniku swobodnej precesji (Free Induction Decay)

(izoterma) izoterma Guggenheim-Anderson-de Boer

(izoterma) uogdlniona izoterma Darcy’ego-Watta (Generalized Darcy-Watt)
(sekwencja) sekwencja zaniku inwersji (Inversion Recovery)
magnetyczny rezonans jadrowy

magnetyczny rezonans jadrowy (Nuclear Magnetic Resonance)
(impuls) impuls o czestotliwosci radiowej (Radio Frequency)

czas repetycji (Repetition Time)

skaningowy mikroskop elektronowy (Scanning Electron Microscope)
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12 Spis symboli

Ayec stala sprzezenia kwadrupolowego

Am/my przyrost masy wyrazony w jednostkach suchej masy
D stala sprzezenia dipolowego

] parametr asymetrii oddzialywania kwadrupolowego
Epp energia oddzialywania dipolowego

Jo potozenie centrum linii rezonansowej

S szerokos$¢ potowkowa linii

FT transformata Fouriera

Y czynnik zyromagnetyczny jadra

n czynnik Landego

h(=p/py) wilgotno$¢ wzgledna (stosunek ci$nienia paru wodnej w powietrzu i ci$nienia

pary nasyconej)

h zredukowana stata Plancka

Jp rozszczepienie dipolowe

kg stala Boltzmanna

L ciepto kondensacji

Mo przenikalno$¢ magnetyczna prozni

Mn magneton jagdrowy

my masa protonu

M, sktadowa poprzeczna magnetyzacji

M, sktadowa podtuzna magnetyzacji

M., warto$¢ rownowagowa wektora magnetyzacji
P ci$nienie pary wodnej zawartej w powietrzu

Po ci$nienie pary nasyconej

R stata gazowa

R szybko$¢ relaksacji podtuznej (spinowo-sieciowej)
S/N stosunek sygnatu do szumu

Tc czas korelacji

T czas relaksacji podtuznej (spinowo-sieciowe;j)
T2 czas relaksacji poprzecznej (spinowo-spinowej)
I efektywny czas relaksacji poprzecznej
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o

Vo
Vinono
Viotal

moment kwadrupolowy

podatnos¢ magnetyczna

czestos¢ Larmore’a

objetos¢ wiasciwa na jednostke powierzchni
objetos$¢ zaadsorbowanej monowarstwy

sumaryczna objetos¢ adsorbatu
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13 Spis rysunkow
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Rysunek 2 Poréwnanie struktury a-chityny (po lewej) 1 B-chityny (po prawej): (a) projekcja
ac; (b) projekcja bc; (c) projekcja ab. Struktura zawiera dwie konformacje grup —CH>OH
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300 nm. D. Chitynowo-biatkowe sieci widkien. E. Struktura ,,skrgconej sklejki” utworzona
przez helikalnie utozone warstwy chitynowo-biatkowe. F. Przekrdj przez kutikulg (67)......... 8
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Rysunek 8 Energia oddziatywania dipoli magnetycznych u; i x> odpowiadajacych jadrom o
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Rysunek 9 Zmiana poszczegolnych sktadowych magnetyzacji w czasie oraz wykres My(Mx)
dla 77 =600 mS, T2 = 100 IS ...citteiuiriiiieiieeeeeitetee ettt e e e e e ee it ettt e e e e s esssaaasaeeeessessssaanes 38
Rysunek 10 Schematycznie przedstawiona zalezno$¢ czasow 7; i 7> od odwrotnos$ci
1951000 01C) ¢ 1111 ) 2P PPPRRRRTPPRRt 40
Rysunek 11 a) Model transferu magnetyzacji miedzy dwoma rezerwuarami protondéw: ciata
stalego 1 wody, b) Zmiana zredukowanej magnetyzacji w czasie w zalezno$ci od szybkosci
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ciggte — skladowa 1, linie przerywane — skfadowa 2..........cccceveviiiiniiiiciiecce e 41
Rysunek 12 Schematycznie przedstawiony warunek na zaj$cie transferu polaryzacji migdzy
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Rysunek 13 Zalezno$¢ ksztaltu profilu wzbudzenia od dtugosci impulsu 7f............cccceeenee. 44
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Rysunek 15 Skrocone drzewo filogenetyczne badanych gatunkoéw chrzgszcezy ..................... 49
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Rysunek 16 Sekwencje pomiarowe uzyte w spektroskopii 'H-NMR: impuls 7/2, sekwencja

zaniku inwersji oraz sekwencja CPMG. Na niebiesko zaznaczono parametr zmieniany w czasie

J070) 101 1 ) RO PSPPI 54
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